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Résumé 
 L’imagerie de fluorescence permet de réaliser le suivi spatiotemporel d’événements fluorescents définis dans le temps et l’espace à l’échelle de la cellule, du tissu ou de l’animal vivant. Le développement de son utilisation pour la détection de cellules cancéreuses repose en partie sur la définition de sondes permettant à la fois le ciblage et la détection. Le premier axe de mon travail de thèse concerne donc le développement de sondes fluorescentes pour le diagnostique de cellules cancéreuses in vivo. Ensuite, le second axe repose sur l’étude du transfert de molécules thérapeutiques in vitro et in vivo dans des cellules tumorales par électroperméabilisation.   Dans un premier temps, l’objectif est de développer une molécule « intelligente » pour la détection de cellules cancéreuses dans un organisme vivant par imagerie de fluorescence non invasive. Notre stratégie repose sur l’utilisation de molécules organiques branchées appelées dendrimères, qui peuvent porter plusieurs fonctions permettant le ciblage et la détection. En collaboration avec l’équipe du Dr Majoral, nous avons donc tenté de greffer plusieurs marqueurs tumoraux et plusieurs fluorochromes afin d’augmenter respectivement sa spécificité pour les cellules cancéreuses B16F10 et le rapport signal/bruit pour leur détection in vivo. Malheureusement, la nature chimique des dendrimères n’a pas permis d’obtenir une molécule fonctionnelle. En effet, ceux ci n’étant solubles qu’en présence d’une quantité élevée de solvant organique, nous avons rencontré des problèmes de dénaturation des sondes biologiques (anticorps) que nous tentions de greffer. En parallèle, différents dendrimères (cationiques, anioniques, neutres, fluorescents) non fonctionnels ont été testés sur nos cellules afin de déterminer le meilleur candidat utilisable in vivo. Des problèmes de stabilité de la fluorescence et de toxicité ont été mis en évidence. Pour résoudre ces problèmes, nous avons enfin élaboré avec l’équipe de chimistes, des dendrimères portant des polyéthylènes glycol pour les solubiliser en milieu aqueux et les rendre biocompatibles. Ces derniers n’étant pas cytotoxiques, cette approche permettra d’élaborer un dendrimère fonctionnalisable en milieu aqueux.   
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Les ARN interférents présentent un intérêt majeur pour le développement de nouvelles thérapies anticancéreuses car une fois transférés dans le cytoplasme des cellules, ils régulent spécifiquement l’expression d’un gène cible. Cependant, la membrane plasmique des cellules est une barrière imperméable et ses molécules thérapeutiques ont besoin d’atteindre leur cible intracellulaire pour être activent. L’objectif de ce second axe de recherche est d’étudier par imagerie de fluorescence, le mécanisme biophysique qui régit le transfert de siRNA, lorsqu’on électroperméabilise des cellules cancéreuses in vitro et in vivo. Pour cela, nous utilisons un siRNA portant un fluorochrome et dont la séquence nucléotidique cible l’ARN messager de la protéine GFP qui est exprimée constitutivement et de façon stable dans notre modèle cellulaire. Ces travaux montrent que l’électrotransfert du siRNA induit une régulation transitoire du gène ciblé in vitro et in 
vivo. Grâce à l’imagerie confocale et à l’échelle de la cellule unique, il apparaît que le siRNA traverse librement la membrane plasmique des cellules, sans interagir avec elle (comme le fait l’ADN plasmidique), uniquement en présence d’un champ électrique perméabilisant, et qu’il est transféré dans le cytoplasme des cellules par un mécanisme d’électrophorèse. Enfin, sa biodistribution dans les tumeurs chez le petit animal par des techniques d’imagerie de fluorescence est déterminée. Nos résultats obtenus in vitro et in 
vivo sont concordants, nous observons une localisation cytoplasmique du siRNA qui permet une régulation transitoire de l’expression du gène cible efficace pendant 6 jours. Nous montrons que l’électroperméabilisation permet un traitement local, homogène et efficace dans les cellules tumorales.              
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Abréviations 
 
 
1P :   monophoton 
2P :   biphoton 
є :  coefficient d’extinction molaire 
Φ :  rendement quantique de fluorescence 
λ : longueur d’onde 
λexc. : longueur d’onde d’excitation 
λem. : longueur d’onde d’émission 
∆ψ0 :   différence de potentiel transmembranaire native 
∆ψi :   différence de potentiel transmembranaire électro-induite 
A ou Abs : absorbance 
AAV :   adeno-associated virus 
ADN :   acide désoxyribonucléique 
ADP :  adénosine diphosphate 
AOTF :  acousto-optic tunable filter 
ARN ou RNA : acide ribonucléique 
ARNi :  ARN interférent 
ARNm : ARN messager 
ATP :  adénosine triphosphate 
BAPTA : 1,2-bis(o-aminophenoxy)ethane-N,N,N',N'-tetraacetic acid 
BLI :  bioluminescence imaging 
BSA :  bovine serum albumin 
CCD :   charged coupled device 
CEA :  carcinoma embryo antigen 
CHO :  (cellules) d’ovaire de hamster chinois 
CMV : cytomégalovirus 
CT : computed tomography 
DAPI :   di aminido phenyl indol 
DIPC :  D-isopropyl carboiimide 
DMF :  diméthyl formamide 
DMSO : diméthyl sulfoxide 
DO :   densité optique 
E :  intensité du champ électrique (V/cm) 
ECT :   électrochimiothérapie 
EDTA :  acide éthylènediaminetétraacétique 
EGFP : enhanced green fluorescent protein  
EGT : électrogénothérapie 
EGTA :  ethylene glycol tetraacetic acid 
Ep :   seuil de perméabilisation 
EP :  électroperméabilisation 
ET :  électrotransfert 
FBP :  folate binding protein 
FITC :  isothiocyanate de fluorescéine  
FLIM :  lifetime imaging fluorescence microscopy 
FMT :  fluorescence-mediated tomography 
FRAP :  fluorescence recovery after photobleaching) 
FRET :  fluorescence resonance energy transfer" 
GFP :   green fluorescent protein 
gp-75 : glycoprotéine 75 
GSA :  glalactosyl serum albumin 
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HER :  human epidermal growth factor receptor 
HIV :  virus de l’immunodéficience humaine 
HVLV :  high voltage – low voltage combination  
IF :  intensité de fluorescence 
IgG :  immunoglobuline G 
IL :  interleukine 
IR:  infra rouge 
IRM :  imagerie par résonnance magnétique 
kb:   kilo base 
kDa :   kilo dalton 
LASER:  light amplification by stimulated emission of radiation 
LED :  light-emitting diode 
MALDI TOF : matrix-assisted laser desorption / ionisation time-of-flight 
MEC :  matrice extra-cellulaire 
MMP :  métalloprotéinase 
MTT :  bromure de 3-(4,5-diméthylthiazol-2-yl)-2,5-diphényl tétrazolium 
N :   nombre d’impulsions 
NHS : N-hydroxy succinimide 
NLS :  nuclear localization sequence 
nt : nucléotide 
ON : ouverture numérique 
PAMAM : polyamidoamine 
PBS :   tampon phosphate salin 
PEG :  poly éthylène glycol 
PET :  positon emission tomography 
pHLIP : pH low insertion peptide 
PI :   iodure de propidium 
PSMA :  prostate specific membrane antigen 
Q-Dots : quantums dots 
RAFT :  regioselectively addressable functionalized template RGD peptide 
SELEX : systematic evolution of ligands by exponential enrichment 
RGD : séquence peptidique  Arg-Gly-Asp 
RGDfK : séquence peptidique : Arg-Gly-Asp-D-Phe-Lys 
SHG : second harmonic generation 
RISC : RNA Induced Silencing Complex 
RMN :  résonance magnétique nucléaire 
ROS : reactives oxygen species (ou espèces oxygénées réactives) 
Rpm : rotation par minute 
S0 : état singulet fondamental 
S1 et S2 : premier et second état singulet excité 
shRNA : short hairpin RNA 
siRNA : small interferent RNA 
SANH : succinimidyl 4-hydrazinonicotinate acetone hydrazone 
SFB :  succinimidyl 4-formylbenzoate 
STP :   structure transitoire de perméabilisation 
T :   durée des impulsions 
TEA : triéthyl amine 
THF :  tétrahydrofurane 
TOTO-1 :  dimère de benzithiazolium-4-quinolium 
u.a. :  unité arbitraire 
UV :  ultraviolet 
VEGF : vascular endothelial growth factor 
VIH :   virus de l’immunodéficience humaine  
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L’imagerie optique de fluorescence est un outil puissant pour la recherche fondamentale et l’étude des mécanismes moléculaires et cellulaires associés à différentes pathologies. Le développement de sources lumineuses, de capteurs et de molécules fluorescentes permettent maintenant d’explorer à l’échelle de la cellule unique ou de l’animal entier des phénomènes avec une haute résolution spatiotemporelle. Cette technique très prometteuse sur le plan clinique, est quantitative et permet une haute sensibilité de détection pour le diagnostic mais aussi pour le suivi d’une thérapie.  Mes travaux comportent deux aspects de l’imagerie de fluorescence du petit animal. Le premier axe concerne un aspect diagnostic, il s’agit du développement de sondes pour le ciblage de cellules cancéreuses et leur détection. Le second axe s’intéresse à l’utilisation de l’imagerie de fluorescence pour la compréhension d’un mécanisme moléculaire et cellulaire impliqué dans le transfert de siRNA par électroperméabilisation. 
 
 
1. Imagerie de fluorescence associée au cancer au sein d’animaux 
vivants 
1.1. Principes fondamentaux de la fluorescence 
1.1.1. La lumière et le photon La lumière est constituée de photons définis comme une particule élémentaire de masse et de charge globalement nulle. Ce sont des grains d'énergie qui se déplacent à la vitesse de la lumière (c = 299,79 m.s-1) avec une fréquence d’oscillation ν. Leur énergie E est mesurée par la relation : E = h . ν ; h ≈ 6,626×10-34 J.s est la constante de Planck. La relation entre ν et λ est la suivante: ν = c/λ.  La lumière est un phénomène qui se propage depuis des sources telles que les lampes (à incandescence, LED, LASER) jusqu’à des récepteurs comme l’œil, les plaques photographiques, les caméras vidéo ou les capteurs CCD. C’est un rayonnement électromagnétique visible par l’œil humain qui est une oscillation couplée d’un champ électrique E et d’un champ magnétique B (l'un étant perpendiculaire à l'autre) (Figure I-1). Cette oscillation se propage en ligne droite selon le vecteur directionnel k, à partir d'une source constituée par un mouvement alternatif de charges électriques q.   
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Figure I-1 : Schéma d’un rayonnement lumineux.  Une onde lumineuse se caractérise donc par sa longueur d'onde λ (nm) ou sa fréquence ν (Hz) qui sont inversement proportionnelles : ν = c/λ et qui donnent la couleur (Figure I-2). Le spectre de la lumière visible se situe entre les longueurs d’onde 380 et 780 nm allant du violet au rouge (Figure I-2). Pour des longueurs d’ondes plus élevées (> 780 nm), les ondes électromagnétiques constitueront les micro-ondes et les ondes radio tandis que pour des longueurs d’ondes plus faibles (< 380 nm), les rayons X ou les rayons gamma seront présents. 
 
Figure I-2 : Spectre des ondes électromagnétiques (d’après Encarta 2009).  La lumière blanche produite par des lampes à incandescence ou le soleil est constituée d’un ensemble d’ondes électromagnétiques de longueurs d’ondes différentes ; elle est dite polychromatique et son spectre est continu. Pour sélectionner une lumière de couleur donnée, un monochromateur peut être placé devant la source lumineuse afin de filtrer la longueur d’onde désirée.  
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Les lampes à décharges (tubes ou ampoules contenant un gaz ou une vapeur sous pression) ont un spectre discontinu aussi appelé spectre de raies qui est constitué d’un nombre limité de radiations. Plus la pression exercée dans les lampes augmente, plus les sources lumineuses sont intenses. Cependant, la largeur des raies émises par le gaz ou la vapeur en question sera plus grande. Les lampes à vapeur de mercure ou de sodium sont souvent utilisées en microscopie car elles génèrent une lumière intense recouvrant tout le spectre du visible. Les LASER (light amplification by stimulated emission of radiation) sont des sources lumineuses intenses également très utilisées en imagerie car ils produisent une lumière quasi-monochromatique dont les largeurs de raies sont très fines. Par exemple, le laser hélium-néon possède deux raies principales à 543 nm et 633 nm qui peuvent être facilement sélectionnées par des monochromateurs. 
 
Des avancées importantes dans le domaine de l’optique sont associées au développement de 
sources lumineuses et permettent des applications dans le domaine médical (ophtalmologie, 
dermatologie, chirurgie) et le domaine de la recherche fondamentale en biologie (microscopie, 
cytomètrie en flux, nanochirurgie). 
 
1.1.2. Spectroscopie d’absorption et de fluorescence Les expériences de spectroscopies mais également d’imagerie optique de fluorescence sont basées sur une excitation électronique de molécules ou de systèmes moléculaires se faisant par des radiations électromagnétiques non ionisantes (photons). Ces analyses peuvent porter soit sur la quantité de lumière absorbée par l’échantillon (spectroscopie d’absorption), soit sur les radiations lumineuses réémises par l’échantillon (spectroscopie de fluorescence). 
 
1.1.2.1. Etats d’énergie d’une molécule Une molécule à l’état fondamental est dite stable. Selon le principe de Pauli, au maximum 2 électrons peuvent parcourir la même orbitale atomique dans l’état fondamental et sont alors de spins opposés (mode de rotation de l’électron sur lui-même). Par conséquent le spin global de la molécule est nul et l’état fondamental est un état “ singulet ” de repos. Les électrons de la couche périphérique se trouvent sur l’orbitale disponible de plus faible énergie, ou orbitale “ liante ”. Les échanges d’énergie avec un rayonnement électromagnétique se font par saut d’énergie : les électrons passent donc d’une orbitale atomique à une autre d’énergie plus élevée. Les niveaux d’énergie atteints étant instables, la durée de vie d’un électron sur un tel niveau est de l’ordre de quelques nanosecondes. La molécule “ excitée ” devient alors le siège d’une série de réactions dont les manifestations sont diverses, jusqu’à son retour à l’état fondamental stable. 
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L’absorption et l’émission de lumière par une molécule peuvent être illustrées par le diagramme de Jablonski représentant les différents niveaux d’énergie des électrons d’une molécule (Figure I-3). Sur ce diagramme les niveaux d’énergie des électrons sont notés S0 pour l’état singulet fondamental, S1 pour le premier état singulet excité, Sp (p > 1) pour les états singulets excités d’énergie supérieure et T1 pour le premier état triplet. Chaque niveau énergétique Sp et Tp peut être subdivisé en niveaux d’énergies vibrationnelle et rotationnelle. Les niveaux d’énergie notés S0’, S0’’ et S1’ correspondent aux niveaux d’énergie des chromophores après réorientation de la cage de solvant qui les environne et induite par la variation de leur moment dipolaire lors de leur passage de l’état fondamental à l’état excité et réciproquement (de manière générale le moment dipolaire augmente à l’état excité). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure I-3 : Diagramme énergétique de Jablonski présentant les différents niveaux d’énergie électronique d’une molécule. Les effets de solvatation spécifiques de l’état fondamental et des états excités sont pris en compte (d’après Serge Mazères, Ecole d’imagerie photonique du petit 
animal du GSO, Mars 2009, Boussens). 
 Il est à noter que les molécules en solution, à température ambiante, sont dans leur état fondamental S0 et que seuls les états rotationnels et parfois vibrationnels sont peuplés. 
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Le phénomène d’absorption d’un photon est possible si celui-ci possède une énergie égale à l’énergie de transition des électrons impliqués dans la liaison chimique du groupement en jeu : - E01, l’énergie de l'atome au repos dans l'état fondamental (avant interaction avec le photon). - E02, l’énergie de l'atome au repos dans l'état excité (après interaction avec le photon).  Alors, ∆E1-2 = h . ν1-2 = E02 - E01 : correspond à l'énergie de transition entre l'état excité et l'état fondamental. Il faut donc que : ∆E1-2 = Ephoton = h . c / λ : cela signifie que seuls les photons ayant une longueur d'onde λ donnée seront absorbés.  
 
1.1.2.2. Interaction matière-lumière et structure électronique  Une molécule soumise à une radiation lumineuse d’énergie convenable pourra passer de l’état électronique fondamental S0 à un état électronique excité Si d’énergie supérieure. Ce processus d’absorption conduit à des transitions dites « verticales » et a lieu en un temps très court de l’ordre de 10-15 s, temps pendant lequel il ne peut y avoir de mouvement significatif des atomes. Les processus de désexcitation sont les processus qui vont conduire à la désactivation des molécules excitées par perte de l’excès d’énergie précédemment absorbée. Ces processus peuvent s’accompagner ou non de l’émission de photons de fluorescence : - La conversion interne conduit au dépeuplement électronique d’un niveau excité Sp vers le niveau excité S1 (temps caractéristique 10-12 s). - La relaxation due à la réorientation de la cage de solvatation conduit à la stabilisation du niveau S1 vers le niveau fondamental du niveau S1’ (temps caractéristique 10-11 s). - La transition non radiative du niveau S1’ vers le niveau S0’ est un processus conduisant à la désexcitation des molécules avec transfert de l’énergie au milieu environnant sous la forme de collision ou de mouvements vibrationnels (temps caractéristique 10-12 à 10-6 s). - La désexcitation radiative du niveau S1’ vers S0’ conduit à la re-stabilisation des molécules avec émission d’un photon de fluorescence par molécule re-stabilisée (temps caractéristique 10-9 à 10-8 s). - La conversion inter-système au cours de laquelle un électron passe de l’état singulet à l’état triplet pour aboutir sur le niveau énergétique T1 (temps caractéristique 10-6 s). Les électrons situés sur ce niveau énergétique peuvent se re-stabiliser par retour à un niveau S0’’ soit au cours d’un processus de phosphorescence (temps caractéristique 10-3 à 1 s), soit par re-stabilisation non radiative beaucoup plus rapide (10-12 à 10-6 s). - La conversion interne des états S0’ et S0’’ vers l’état fondamental S0 (temps caractéristique 10-11 s). 
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1.1.2.3. Spectroscopie d’absorption et méthode de mesure La spectroscopie est une méthode physique qui permet l’analyse d’un composé chimique en solution. Elle utilise la propriété de certains solutés à diminuer de manière exponentielle l’intensité d’un faisceau lumineux qui les traversent. On définit l’absorbance A ou de densité optique (DO) de la solution comme : A = log (I0/I) ; Io : intensité du faisceau incident ; I : intensité du faisceau transmis. On parle aussi de transmittance T qui est définie par la relation : T = I / I0 ; c’est-à-dire que : A = -log(T). L’absorbance est une valeur positive, sans unité. Elle est d’autant plus grande que l’intensité transmise est faible. La Loi de Beer-Lambert établit une proportionnalité entre la concentration d'une entité chimique en solution C (mol.L-1), l'absorbance de celle-ci Aλ et la longueur du trajet parcouru par la lumière dans la solution L (cm) : Aλ = єλ . L . C. є ; є est le coefficient d’extinction molaire de l’espèce absorbante en solution (mol-1.L.cm-1). Il rend compte de la capacité de cette espèce à absorber la lumière, à la longueur d’onde λ. Il est fonction de la longueur d'onde, de la température, de la nature du soluté et du solvant. Une liaison covalente simple absorbe la lumière dans l’ultraviolet lointain en dessous de 200 nm. Dans cette région, il est presque impossible d’effectuer des mesures correctes et précises, simplement à cause du grand nombre de liaisons qui absorbent. Par contre, dans la région de 200 à 400 nm, on observe surtout les électrons П délocalisés et les doublets libres des atomes comme l’oxygène et l’azote. 
 
La spectroscopie d’absorption rend compte d’une signature chimique d’une espèce en solution. 
Elle permet d’identifier et de quantifier de nombreuses biomolécules comme les acides nucléiques ou 
les protéines. 
 
1.1.2.4. Spectroscopie de fluorescence a. Aspect microscopique C’est dans les années 1850 que George Stokes met en évidence la fluorescence en montrant que différents composés pouvaient être excités à une longueur d’onde dans le domaine de l’UV et émettre de la lumière à une longueur d’onde plus élevée et donc visible. L’émission d’un photon de fluorescence se produit avec des énergies inférieures (et donc de longueur d’onde supérieure) à celle du photon absorbé car il y a dissipation de l’énergie sous forme de photon (Figure I-4). Ce phénomène appelé déplacement Stokes est dû à des pertes d’énergie dans des étapes de conversion interne des électrons sur les niveaux électroniques excités et dans les phénomènes de réorientation des cages de solvant autour des molécules excitées qui voient une réorientation de leur moment dipolaire par rapport à l’état fondamental (Cf. Introduction Bibliographique, Chapitre : 1.1.2.2).  
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Figure I-4 : Spectres d’absorption et d’émission de la quinine montrant le déplacement de Stokes entre les deux spectres d’absorption et d’émission et les différents états d’excitation référents au diagramme de Jablonski (Olympus Website).   Un processus peut désactiver l’état excité, c'est la collision entre molécules. Cela engendre une diminution du rendement quantique de fluorescence (aspect développé plus loin) du composé car des chocs entre les molécules se produisent, transmettent et dissipent l'énergie du système. Il s’agit du quenching physique de l'état excité. Ce processus est très présent dans les milieux liquides où le nombre de voisins est grand ou en présence de molécules inhibitrices de la fluorescence appelées « quenchers » permettant des interactions fortes entre molécules et le recouvrement de leurs orbitales atomiques. 
 b. Quantification de la fluorescence La fluorescence d’une molécule est influencée par son environnement : polarité, ions, pH, pression, viscosité, température, potentiel électrique, inhibiteurs (Valeur 2004). Le solvant influence le comportement et l’orientation des solutés et donc agit sur la stabilité des états fondamentaux et excités. Tous les facteurs influençant les voies de désexcitation non radiatives des molécules et les interactions soluté-solvant en modifiant le moment dipolaire et la distribution des charges font varier la fluorescence des molécules. Ce sont des interactions de type Van Der Waals et des liaisons hydrogènes qui interviennent surtout dans la stabilité des états fondamentaux et excités. La température, la pression et la viscosité influencent le phénomène de fluorescence car l’agitation thermique des molécules entre en compte dans les collisions entre molécules de solvants et dans les mouvements intramoléculaires (vibrations et rotations). La fluorescence peut être quantifiée grâce à un spectrofluorimètre qui convertit une intensité lumineuse en tension électrique et permet de la corréler à la concentration en fluorochrome. L’intensité de fluorescence est donnée par la formule : IF = R . ε . Φ . c . I0 ; où R est le rendement de détection de l’appareil, ε est le coefficient d’extinction molaire (mol-1.cm-1.L), Φ est le rendement quantique, c est la concentration molaire du fluorochrome (mol.L-1) et I0 est l’intensité du faisceau incident. Le terme de brillance B est souvent rencontré pour caractériser une molécule, il s’agit de l’intensité de fluorescence émise. Elle est calculée de la façon suivante :   
B = ε . Φ. 
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Le rendement quantique d’un fluorochrome est la fraction de molécules excitées qui vont se désexciter à travers le processus de fluorescence. Il est donné par la formule :   Où kF est la constante radiative de fluorescence, kis la constante de conversion inter-système, kic la constante de désexcitation non radiative et kq la constante de désexcitation par une molécule extinctrice q de concentration [Q] (Figure I-5).    
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 5 : Diagramme simplifié de Jablonski indiquant les différentes constantes de conversion. 
kis conversion inter-système, kF constante radiative de fluorescence, kic constante de désexcitation non radiative, kq constante de désexcitation par une molécule extinctrice de concentration Q. (d’après Serge Mazères, Ecole d’imagerie photonique du petit animal du GSO, Mars 2009, Boussens).  Les problèmes rencontrés en imagerie de fluorescence sont souvent liés au bruit de fond qui ne permet pas d’isoler efficacement le signal fluorescent d’intérêt. Pour l’identifier au sein d’un tissu et de manière temporelle, il est possible de réaliser la cartographie des temps de vie de fluorescence par la technique FLIM (Lifetime Imaging Fluorescence Microscopy). Elle consiste à irradier un échantillon pendant un temps très court (< 10-9 s) par un LASER très puissant de longueur d'onde correspondant au fluorochrome et de façon à faire passer le maximum de molécules à l'état excité. L'intensité de fluorescence est mesurée en fonction du temps afin de déterminer le temps de demi-vie de la fluorescence τf (Figure I-6). Il s’agit d’une décroissance exponentielle de l’intensité de fluorescence en fonction du temps. La transformation logarithmique de l’intensité de fluorescence donne une droite dont le coefficient directeur de la pente est l’inverse de τf. 
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Figure I-6 : Mesure de la durée de vie de la fluorescence et détermination du temps de demi-vie 
τf. L'intensité de fluorescence est mesurée en fonction du temps après un flash LASER qui excite toutes les molécules de fluorochrome. Puis, les mesures d’intensité de fluorescence sont converties en logarithme afin d’obtenir une droite dont la pente est égale à l’inverse du temps de demi-vie de la fluorescence τf.  La durée de vie de fluorescence est définie comme le temps moyen pendant lequel le fluorochrome reste à l’état excité avant de revenir à son état fondamental. Elle est représentée par l’équation suivante faisant intervenir les constantes précédemment définies :   
 Ainsi, le suivi d’un marqueur cellulaire par l’étude des variations de son temps de vie de fluorescence sous l’action de divers stimuli chimiques, physiques et biologiques constitue une méthode intéressante pour l’évaluation des paramètres biochimiques telle qu’une activité enzymatique ou l’étude d’interaction entre macromolécules.  Le FRET (Fluorescence Energy Transfer) est une autre technique quantifiant la fluorescence qui permet de détecter la proximité de deux molécules fluorescentes (Figure I-7). Elle consiste en un transfert d’énergie par résonnance entre deux molécules proches spatialement. La première molécule dite "donneur" transfère son énergie suite à une excitation lumineuse à une molécule dite « accepteuse » qui va alors émettre des photons. Ce phénomène de FRET est possible seulement si la proximité de deux molécules est inférieure à une distance définie (rayon de Forster), si leur spectre d’émission se chevauche et si leur orientation est favorable à ce transfert d’énergie. Les conséquences de ce transfert d’énergie sont : une diminution de l’intensité de fluorescence du donneur et une augmentation de celle de l’accepteur mais aussi, une diminution de la durée de vie de fluorescence du donneur. Ces paramètres sont donc quantifiables et permettent l’étude d’interactions entre molécules, des changements conformationels de protéines, la caractérisation de complexes macromoléculaires et leur co-localisation (Zhang et al. 2002).  
[ ]τF F ic is qk k k k Q
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Figure I-7 : Schéma montrant les différentes applications du FRET. (A) Interaction entre 2 molécules portant chacune une protéine fluorescente donneuse (CFP) et une protéine fluorescente accepteuse d’énergie (YFP). (B) Changement conformationnel d’une molécule portant les deux partenaires du FRET pouvant se rapprocher spatialement. (C) Deux protéines fluorescentes fusionnées à la calmoduline (CaM) et au peptide M13 qui s’associent au calcium et provoque un changement conformationnel de la sonde. Le rapprochement des deux protéines fusionnées provoque un mécanisme de FRET et permettre de quantifier le calcium (d’après Zhang 
et al. 2002). 
 
La fluorescence est une méthode semi-quantitative pointue pour l’étude de mécanismes 
moléculaires et cellulaires in vitro et in vivo. Différentes molécules fluorescentes d’origine 
synthétiques ou protéiques ont donc été développées. 
 
 
1.2. Molécules fluorescentes Les molécules fluorescentes ont la particularité de posséder un groupe d’atomes formant structuralement un chromophore ou fluorochrome. Ce sont généralement des cycles aromatiques interagissant entre eux et ayant des électrons П délocalisés qui forment le centre fluorescent des molécules. Historiquement, c’est l’isothiocyanate de fluorescéine (FITC) qui a été une des premières molécules utilisée en biologie pour le marquage fluorescent de biomolécules. Elle a été synthétisée par Adolf Von Baeyer au 19ème siècle à partir de résorcine et d'anhydride phtalique (Figure I-8A). Ce fluorochrome ainsi que la rhodamine ont beaucoup été utilisés dans le domaine de la biologie car ils peuvent être facilement conjugués à des protéines ou à des anticorps grâce à leur fonction acide carboxylique ou succinimide ester. La rhodamine est le nom d'une famille de composés organiques hétérotricycliques fluorescents basés sur la fluorone (Figure I-8B). Cette famille regroupe différentes molécules telles que la rhodamine 6G, la rhodamine B, la rhodamine 123 ou encore l’isothiocyanate de tétraméthylrhodamine (TRITC) possédant différentes caractéristiques de fluorescence.  
A B C 
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Figure I-8 : Formules développées de la fluorescéine (A) et du squelette rhodamine (B). 
 
Les limites de ces fluorochromes sont nombreuses, ils sont sensibles aux variations de pH et 
photosensibles. Des molécules organiques dérivées de ces centres fluorescents ont été développées et 
seront décrits dans ce chapitre. 
En ce qui concerne les protéines fluorescentes, un paragraphe sera entièrement développé 
pour montrer les avancées de l’étude de l’expression d’un gène. En effet, depuis la découverte de la 
GFP (Green Fluorescent Protein) par Roger Tsien, Martin Chalfie et Osamu Shimomura comme gène 
rapporteur de l’expression génique, de multiples applications se sont développées. 
 
1.2.1. Les molécules synthétiques Les molécules synthétiques sont issues d’une synthèse chimique. Elles regroupent ici les molécules organiques fluorescentes et les nanocristaux semi conducteurs. 
1.2.1.1. Les molécules organiques fluorescentes De nombreuses molécules organiques fluorescentes disponibles permettent différentes applications comme le marquage des acides nucléiques car ce sont des agents intercalants (DAPI, Hoechst, PI). La plupart de ces molécules sont synthétiques et comportent de nombreux doublets libres d’électrons. Elles nécessitent souvent la fixation des cellules sur lame et/ou une étape de perméabilisation de la membrane plasmique des cellules pour que ces composés pénètrent et se complexent à l’ADN. C’est le cas du DAPI et du PI qui ne diffusent pas comme l’Hoechst à travers les membranes plasmiques.  Une gamme de molécules synthétiques fluorescentes appelées Alexa Fluor (Invitrogen, Molecular Probes) ayant des longueurs d’ondes d’absorption et d’émission allant du domaine UV au domaine du proche IR sont disponibles actuellement dans le commerce (Figure I-9A). Ce sont des xanthènes dérivés de la fluorescéine, du coumarin, des rhodols, des rosamines ou de la rhodamine. Ils sont substitués par différentes fonctions et des cycles aromatiques qui font varier leurs caractéristiques spectrales (Figure I-9B). Ces molécules sont en général chargées négativement et hydrophiles. Elles sont dites plus brillantes, moins sensibles à la photodégradation et moins sensibles aux variations de pH que les molécules d’origine (fluorescéine, rhodamine…) (Figure I-9C).  
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Figure I-9: (A) Spectres d’émission des différentes molécules d’Alexa Fluor disponibles chez Molecular Probes. (B) Formule développée du xanthène et des dérivations possibles. (C) Données de Molecular Probes comparant la photostabilité de l’Alexa Fluor 488 et celle de la fluorescéine.  D’autre part, les cyanines sont aussi des molécules synthétiques disponibles sur le marché. Ce sont des polyméthines, c’est-à-dire qu’elles sont constituées de plusieurs sous unités appelées streptopolyméthine qui constituent les chromophores (Figure I-10B). Les cyanines sont généralement constituées de deux centres nitrogènes, l’un est chargé positivement tandis que l’autre peut accepter d’autres unités. L’assemblage de plusieurs sous unités fait varier les propriétés de fluorescence des composés. Leur synthèse chimique est très complexe, elle consiste en la transformation de la quinoléine (Figure I-10A) et peut aboutir à différents composés avec différentes propriétés de fluorescence suivant les assemblages : CY3, CY5, CY5.5, CY7 (Figures I-10C et D).      
 
Figure I-10 : (A) Formules développées de la quinoléine, (B) de la streptopolymethine, (C) de la cyanine 3, (D) de la cyanine 5 et (E) de la cyanine 5.5. 
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Plusieurs dérivés de ces molécules synthétiques sont disponibles sur le marché et permettent 
différentes applications en biologie moléculaire (puces à ADN), en immunologie (marquages des 
anticorps pour la cytométrie en flux ou pour l’immunofluorescence), en imagerie du cancer 
(marquages de peptides ou d’anticorps)… Suivant leur application, ces molécules possèdent 
différentes fonctions pouvant réagir soit avec les fonctions amines (fonction succinimide ester ou 
acide carboxylique) soit avec les fonctions thiols des protéines ou anticorps (fonction maléimide). 
Elles peuvent également être couplées à des acides nucléiques ou à des lipides.  
 
1.2.1.2. Les sondes fluorescentes sensibles au calcium La plupart des indicateurs fluorescents du calcium sont des anions polycarboxylés imperméants. Ils ne peuvent être introduits dans les cellules que par perméabilisation ou microinjection. Sur cellule isolée et avec une certaine habileté ce problème est surmontable mais ce travail devient impossible dès qu’il s’agit de charger les nombreuses cellules d’un tissu. Ces molécules ont été rendues perméantes en ajoutant un groupement acétométhylester (AM) destiné à masquer les charges négatives sur les groupements carboxyles de la molécule. Sous cette forme non chargée, l’AM devient hydrophobe et peut passer à travers les membranes mais sous cette configuration, la sonde est insensible au calcium. Il faut donc retirer le groupement AM. La partie AM est libérée à l’intérieur de la cellule par les estérases endogènes et la sonde active s'accumule dans la cellule. Cette technique élégante permet de charger les cellules de tout un tissu avec des concentrations en sonde allant jusqu’à 100 µM.  Les principales molécules synthétisées sont le Fura-2 et l’Indo-1. Ces sondes sont dérivées des chélateurs de calcium EGTA et BAPTA et se sont avérées très performantes (Figure I-11) (Grynkiewicz et al. 1985). La liaison du calcium avec la sonde entraîne à la fois une variation de l’intensité de fluorescence et un déplacement du spectre d’excitation (Fura-2) ou du spectre d’émission (Indo-1).  
 
 
 
 
 
Figure I-11 : Formules développées du Fura-2 et de l’Indo-1.  
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1.2.1.3. Les quantums dots Une classe plus récente de particules fluorescentes est les quantums dots qui sont des nanocristaux de matériaux semi conducteurs de 5 à 50 nm de diamètre. Ils sont généralement constitués d’un cœur de séléniure cadmium (CdSe) recouvert d’une couche de sulfure de zinc (ZnS) puis d’une couche de polymère amphiphile comme des polyéthylènes glycol (PEG) permettant la solubilisation et la biocompatibilité de ces particules (Figure I-12A). Ce sont des espèces qui réagissent avec la lumière excitatrice (principalement dans le domaine de l’UV à 360 nm). Plus les particules sont grosses plus elles émettront vers les longueurs d’onde élevées (Figure I-12B).   
 
Figure I-12 : (A) Structure du cœur d’un quantum dot. (B) Caractéristiques spectrales des quantums dots en fonction de leur taille (d’après Olympus Website et AIST website).   
Ces particules inorganiques peuvent être également couplées à des anticorps, peptides ou 
acides nucléiques par des groupements aussi divers que pour les molécules organiques. Elles sont 
montrées plus stables que les molécules fluorescentes organiques cependant, elles présentent une 
cytotoxicité certaine liée à leur cœur constitué de métaux lourds, et leur taille pose certains 
problèmes pour une administration in vivo (réaction immunitaire, mauvaise distribution et 
élimination).  
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1.2.2. Les protéines fluorescentes  
1.2.2.1. Les protéines fluorescentes et gènes rapporteurs En 2006, le prix nobel de chimie a été attribué à Roger Tsien, Martin Chalfie et Osamu Shimomura pour la découverte de la GFP et sa mise au point comme marqueur. Cette protéine issue d’une méduse (Aequorea sp.) a été véritablement découverte en 1962 par Osamu Shimomura (Shimomura et al. 1962), clonée par Prasher en 1992 (Prasher et al. 1992) et sa structure a été élucidée par Remington en 1996 par cristallographie (Ormo et al. 1996). Il s’agit d’une protéine monomérique de 238 acides aminés en forme de tonneau β. Elle comporte 11 
feuillets β antiparallèles qui entourent un chromophore formé de 3 chaînes latérales d’acides aminés (Figure I-13A et B).   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure I-13 : Structure tridimentionnelle de la GFP ; (A) vue de profil et (B) vue du dessus. (C) La formation du chromophore se fait entre les 3 acides aminés Ser65-Tyr66-Gly67 (d’après Ormo et 
al. 1996).  Ce sont les 3 chaînes latérales de la sérine 65, de la tyrosine 66 et de la glycine 67 qui forment le chromophore après une réaction de cyclisation entre la sérine 65 et la glycine 67, une déhydratation et une oxydation (Figure I-13C). La GFP native possède deux pics à l’excitation à 395 et à 477 nm, et un pic à l’émission à 508 nm (Figure 13A). La substitution de la sérine 65 par une thréonine permet l’obtention d’un mutant de la GFP qui est plus brillant et est excitable à 490 nm. Il s’agit de la Enhanced Green Fluorescent Protein (EGFP). Plusieurs variants de la GFP sont maintenant disponibles : la BFP, la CFP, la YFP (Figures I-14B et C)… Ces protéines ont été mutées au niveau des 3 acides aminés formant le chromophore et émettent à des longueurs d’ondes différentes.  
A 
B C A 
33
Introduction Bibliographique
             
Figure I-14 : (A) Spectre de la GFP native et (B) de ses dérivés (EBFP, ECFP, EGFP, EYFP, DsRed). (C) Formule des chromophores des dérivés de la GFP (d’après Shaner et al. 2007 ; Lichtman et 
Conchello 2005).  Ainsi, tout un ensemble de protéines fluorescentes est disponible (Figure I-15). Cependant, les protéines fluorescentes émettant dans le domaine du rouge lointain sont peu nombreuses. 
 
Protéines 
Excitation 
(nm) 
Emission 
(nm) 
Coefficient 
d’extinction 
molaire * 
Rendement 
quantique Association Références 
EBFP2 383 448 32 000 0.56 Dimère Ai et al. 2007 
ECFP 439 476 32 500 0.40 Dimère Heim et al. 1994 
nCerulean 433 475 43 000 0.62 Monomère Rizzo et al. 2004 
mTFP1 462 492 64 000 0.85 Monomère Ai et al. 2006 
EGFP 484 507 56 000 0.60 Monomère Cubitt et al. 1995 
Emerald 487 509 57 500 0.68 Monomère Cubitt et al. 1999 
sf GFP 485 510 83 300 0.65 Dimère Pédelacq et al. 2006 
EYFP 514 527 83 400 0.61 Dimère Miyawaki et al. 1999 
Venus 515 528 92 200 0.57 Monomère Nagai et al. 2002 
mCitrine 516 529 77 000 0.76 Monomère Griesbeck et al. 2001 
K Orange 548 559 51 600 0.60 Monomère Karasawa et al. 2004 
TagRFP 555 584 100 000 0.48 Monomère Merzlyak et al. 2007 
mCherry 587 610 72 000 0.22 Monomère Shu et al. 2006 
mPlum 590 649 41 000 0.10 Monomère Wang et al. 2004 
Figure I-15 : Exemples de protéines fluorescentes (adapté de Nikon website et Shaner et al. 2007). * (mol-1.cm-1.L) 
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Les protéines DsRed (Matz et al. 1999) et HcRed (Yanushevich et al. 2002 ; Terskikh et al. 2002) sont des oligomères retrouvés chez une anémone de mer (Discosoma striata) et chez un corail (Heteractis crispa) respectivement. Les monomères de ces protéines sont assez similaires à celui de la GFP (20 %). Il s’agit, comme pour la GFP, de tonneaux β entourant un chromophore formé par les chaînes latérales de 3 résidus d’acides aminés (Figure I-16). L’avantage de ces protéines est leurs longueurs d’onde d’excitation et d’émission qui se détachent des autres protéines (Figure I-14B).      
Figure I-16 : Structure tridimensionnelle de la DsRed (d’après Matz et al. 1999).    La recherche s’oriente soit vers des modifications géniques ponctuelles pour optimiser ces protéines (Shaner et al. 2004) soit vers l’identification de nouvelles protéines dans des organismes se développant en milieu extrême. La « Katuschka » ou RFP635 est un des exemples récents de cette seconde stratégie (Shcherbo et al. 2007). C’est une protéine monomérique découverte chez une anémone de mer qui est décrite comme étant plus brillante que la protéine mCherry ou HcRed (Merzlyak et al. 2007). Mais là encore, ses caractéristiques spectrales ne répondent pas au besoin de marqueurs émettant dans le proche infrarouge (λexc. 555 nm ; λém. 584 nm). Les problèmes d’autofluorescence des tissus seront développés dans le paragraphe traitant de l’imagerie du petit animal. Récemment, une protéine fluorescente émettant dans le proche infrarouge a été découverte, il s’agit de l’IFP1.4 (Infrared-Fluorescent Protein) qui est excitable à 680 nm et émet de la fluorescence à 710 nm (Shu et al. 2009) (Figure I-17A). Cette protéine apparaît très intéressante pour une utilisation in vivo mais elle nécessite l’injection de biliverdine qui s’incorpore dans le chromophore. C’est une protéine phytochromique (Figure I-17B) issue d’une bactérie aérobique (Deinococcus radiodurans) assimilant la biliverdine pour son catabolisme oxydatif.  
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Figure I-17 : (A) Caractéristiques spectrales de la protéine IFP1.4. (B) Structure tridimentionnelle du chromophore de l’IFP1.4 formé par 4 résidus d’acides aminés et la biliverdine (d’après Shu et 
al. 2009). 
 
Cette dernière protéine semble répondre aux besoins de l’imagerie du petit animal mais 
l’injection de la biliverdine est indispensable pour un signal de fluorescence correct. Bien que sa 
biodistribution et son accession au cœur du fluorochrome ne semble pas poser des problèmes de 
disponibilité, son utilisation dans les expériences in vivo devra être confirmée par d’autres études.   
1.2.2.2. Les protéines fluorescentes photoconvertibles et photosensibles  Les protéines photoconvertibles émettent généralement de la fluorescence à 500 nm dans les premiers temps de leur biosynthèse puis, elles subissent des maturations et émettent de la fluorescence à 580 nm à des temps plus tardifs (Figure I-18). Ces protéines sont utilisées pour dater un événement cellulaire ou moléculaire comme par exemple l’étude de l’expression d’un gène durant de développement embryonnaire. La protéine mutante E5-DsRed montre un changement de ses propriétés spectrales en quelques h suite à un changement conformationnel qui a lieu pendant sa maturation (Terskikh et al. 2000) (Figure I-18).    
Figure I-18 : Expression du mutant E5-DsRed convertible en fonction du temps. La protéine est fluorescente dans le domaine des longueurs d’onde de la lumière verte (émission à 500 nm) dans les premiers temps de son expression puis elle devient fluorescente dans le domaine des longueurs d’onde de la lumière rouge (émission à 580 nm) (d’après Terskikh et al. 2000). 
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Les protéines fluorescentes photoactivables sont généralement des mutants de la GFP qui réagissent sous l’effet d’une excitation lumineuse (Figure I-19). Des réactions chimiques se produisent au niveau du chromophore des protéines dont le spectre d’émission change. Par exemple, la protéine PA-GFP à la particularité de changer de spectre d’émission après une courte irradiation (quelques ms) à 405 nm (Patterson et al. 2002). Cette protéine devient 100 fois plus 
fluorescente (λexc. 488 nm ; λém. à 517 nm) et son rendement quantique de fluorescence passe de 0,13 à 0,79 après photoactivation. Il s’agit d’une réaction de décarboxylation d’un résidu glutamique en position 222 qui se produit et qui libère le chromophore. Cette propriété permet d’activer localement les protéines d’intérêts et de les suivre dans le temps. Cela permet d’étudier leur diffusion et leur localisation dans des cellules en temps réel.            
 
Figure I-19 : Photoréaction des résidus impliqués dans les chromophores des protéines fluorescentes PA-GFP (A), EosFP (B) et Iris-FP (C) (d’après Olympus website).  Les protéines photoconvertibles permettent également d’étudier la diffusion et la localisation de protéines dans les cellules en temps réel. Il s’agit du même type de réaction que pour la photoactivation, sous l’effet d’une lumière excitatrice à 405 nm, un résidu d’acide aminé réagit de manière irréversible et rend la molécule fluorescente. Plusieurs protéines issus de mutants de la GFP (CFP, BFP, YFP) sont disponibles soit comme sondes photoactivables (PA-GFP, PA-CFP) soit comme sondes photoconvertibles (PS-GFP, PS-CFP). 
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Certaines protéines comme l’Iris-FP ou la Dronpa présentent la particularité d'être photocommutables, c'est-à-dire qu'elles peuvent être «allumées» ou «éteintes» sur demande et possèdent aussi la capacité de changer de couleur de façon contrôlée quand elles sont excitées par la lumière d'un laser (photoconversion). Il s’agit en général de réactions entrainant un changement structural au niveau d’un résidu d’acide aminé impliqué dans le fluorochrome de la protéine (Figure I-19) (Habuchi et al. 2005). 
 
Les protéines fluorescentes permettent donc de faire le suivi spatiotemporel de l’expression de 
gènes par couplage en gène de fusion, de doser le calcium et d’étudier des interactions ou des 
changements conformationnels par imagerie de fluorescence. Cependant, leur utilisation in vitro 
dans les cellules ou in vivo chez l’animal doit passer par une étape de transfert de gène dans les 
cellules qui peut s’avérer limitante dans certaines études.  
 
 
1.3. Imagerie de fluorescence de la cellule à l’organisme entier Suivant l’objet observé, sa taille et la résolution voulue, différents appareils d’imagerie sont disponibles allant d’une étude microscopique des cellules (microscopes expérimentaux) à une étude macroscopique des tissus (tomographie) (Figure I-20). Ces appareils permettent de visualiser des événements cellulaires et moléculaires se situant plus ou moins en profondeur dans des tissus. 
 
 
 
Figure I-20 : Tableau présentant différents modes d’imagerie de fluorescence allant de l’échelle de la cellule à celle de l’animal entier (d’après Shah et Weissleder 2005). 
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1.3.1. Imagerie de fluorescence de la cellule L’imagerie de fluorescence de la cellule concerne essentiellement 3 types de microscopes (champ large, confocal et multiphotonique). La résolution R ou pouvoir séparateur d’un microscope est la distance en dessous de laquelle 2 points lumineux sont confondus (Figure I-21). Elle dépend de la longueur d’onde λ mais surtout de l’ouverture numérique ON de l’objectif utilisé et peut être calculée par l’équation : R = 0,61 . λ / ON. Elle peut être corrigée dans certains cas par un facteur associé au dispositif optique (objectif, condenseurs). 
      
 
 
 
Figure I-21 : Définition de la résolution latérale (A) et axiale (B) d’un microscope Un point lumineux est caractérisé par une tache de diffraction présente dans les 3 dimensions et entourée de disques appelés disques d’Airy qui définissent la résolution : deux points lumineux sont résolues si leurs disques d’Airy sont distincts (d’après Nikon website et Conchello et Lichtman 
2005).   
1.3.1.1. Les microscopes de fluorescence conventionnels 
 a. Les microscopes champ large Les microscopes de fluorescence à champ large permettent d’observer les cellules en excitant la préparation en son entier et de récolter toute la fluorescence provenant des plans inférieurs et supérieurs à celui observé (figure I-22A). Le dispositif se compose généralement à l’excitation d’une lampe et d’un filtre positionné entre la source et l’échantillon afin de sélectionner la bande passante de longueurs d’ondes spécifiques à l’excitation du fluorochrome. A l’émission, un second filtre positionné entre le détecteur et l’échantillon permet ensuite de sélectionner spécifiquement la lumière de fluorescence du fluorochrome. La résolution latérale de ces microscopes dépend essentiellement de l’objectif utilisé et est généralement comprise entre 0,2 et 3 µm.  
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Figure I-22 : Principe d’un microscope de fluorescence champ large (A) et d’un microscope confocal (B). Les tracés bleus, verts et rouges représentent les trajets des photons émis à différents plans de l’image observée. Dans le premier cas, tous les signaux sont récoltés par le capteur tandis que dans le second cas, un diaphragme confocal ou pinhole permet de supprimer les signaux de fluorescence provenant des plans supérieur et inférieur au plan focal observé (d’après Pr Cochard P, Ecole d’imagerie photonique du petit animal du Cancéropole GSO, Mars 2009, 
Boussens).  La déconvolution des images peut être utilisée afin d’obtenir une représentation tridimensionnelle des spécimens observés. Le microscope est alors équipé d’un objectif motorisé en z et plusieurs images en z sont acquises avant traitement d’images pour resituer les photons entre chaque plan et éliminer les photons parasites. Cette méthode consiste à corriger les images acquises en connaissant les déformations apportées par l’optique et l’électronique. L’image acquise au microscope est une convolution de la fonction objet par la fonction appareil (aussi appelée PSF, point spread fonction) déterminée par l’acquisition d’images en z d’une bille de diamètre inférieur à la résolution du microscope. Après déconvolution des images par la PSF, il y a réassignation des photons sur chaques images acquisent en z par un algorithme. Cette stratégie permet d’augmenter la résolution latérale (0,2-0,5 µm) mais permet surtout une résolution axiale de 0,5 à 0,7 µm.  b. Les microscopes confocaux Les microscopes confocaux disposent d’un diaphragme (pinhole) qui réduit l’épaisseur du plan de l’image. Seule la lumière émise par ce plan focal est collectée (Figure I-23B). Cette technique permet de faire des coupes en z des spécimens et d’obtenir des reconstitutions tridimensionnelles des objets observés. Les préparations sont généralement excitées avec des lasers (Argon, Hélium-Néon) ou des diodes qui les balayent point par point. Un filtre positionné à l’émission permet de sélectionner la lumière de fluorescence du fluorochrome. Ce sont 
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généralement des photomultiplicateurs qui équipent ces microscopes pour la détection des photons émis. La résolution latérale et axiale de ses microscopes est augmentée de 25 % par rapport aux microscopes à champ large car le système d’éclairage excite point par point la préparation et car le pinhole réduit la profondeur de champ (latérale : ~0,1-0,4 µm ; axiale : 0,4-0,9 µm). 
 
1.3.1.2. La microscopie multiphotonique La microscopie multiphotonique utilise la propriété des lasers pulsés femto seconde d’obtenir une excitation à deux photons de certains chromophores. C’est Maria Goppert-Mayer, Prix Nobel de physique en 1931 qui décrit le principe selon lequel si un photon ne possède pas l’énergie suffisante pour produire une excitation, l’arrivée d’un second photon de même énergie, dans un laps de temps très court (femto seconde), peut conduire à cette excitation. Ce phénomène a été mis en évidence 30 ans plus tard par Kaiser et Garrett, lorsque les lasers pulsés femto seconde ont été développés. Ces propriétés d’absorption deux photons reposent sur la probabilité qu’un électron rencontre deux photons en même temps, de longueur d’onde deux fois plus grande que la longueur d’onde d’excitation. Le chromophore va émettre alors un photon d’énergie correspondant à sa longueur d’onde maximale d’émission (Figure I-23A). Ce mode d’excitation possède l’avantage de n’exciter qu’un petit volume de la préparation car ce phénomène va se produire seulement au point focal où se concentre l’énergie incidente (Figure I-23B).  
 
 
Figure I-23 : Mode d’excitation mono (1P) et biphoton (2P). (A) Diagrammes de Jablonski décrivants les phénomènes d’absorption 1P et 2P. (B) Point lumineux du faisceau excitateur en mode 1P et 2P (adaptée Rubart 2004).  Tous les marqueurs fluorescents excitables en monophoton présentent des propriétés de fluorescence en mode 2 photons plus ou moins efficaces. L’efficacité du processus d’absorption 2 photons de chaque marqueur va dépendre essentiellement de la section efficace d’absorption à deux photons qui est représentée par l’unité Goeppert-Mayer (1 GM = 10-50 cm4.s.photon-1). Par exemple, certaines molécules comme la GFP ou la CFP ont une section efficace à deux photons acceptable de ~100 GM tandis que d’autres comme les quantums dots en possèdent une remarquable de 50 000 GM. En mode biphoton, les profils d’excitation sont souvent plus larges 
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qu’en mode monophoton ce qui permet d’exciter plusieurs fluorochromes avec la même longueur d’onde et ce qui peut être très avantageux pour l’analyse de plusieurs signaux. L’imagerie de fluorescence en profondeur est limitée par l’absorption et la diffusion de la lumière visible par les tissus. Cette absorption et cette diffusion diminuent la quantité de lumière détectée provenant du plan focal et augmente le bruit de fond. L’imagerie multiphotonique permet ainsi la détection de signaux lumineux émis plus en profondeur car elle utilise des longueurs d’onde d’excitation dans le domaine du proche IR qui pénètrent davantage dans les tissus. Cette technique permet donc d’atteindre une profondeur de 200 à 600 µm dans certains tissus en la couplant avec l’imagerie intravitale évoquée plus loin (pour éliminer les problèmes associés à la peau) (Cavanagh et al. 2008 ; Bullen et al. 2008). Des images tridimensionnelles de très haute résolution peuvent être acquises avec une platine ou un objectif mobile. Comme l’excitation lumineuse est limitée à un volume restreint (là où se focalise le faisceau), il en résulte plusieurs avantages tels que : l’élimination quasi-totale de la fluorescence hors du plan focal, une zone d’excitation diminuée, moins de photo-dégradation et de photo-toxicité.  Théoriquement, la résolution dépendant de la longueur d’onde d’excitation. Pour une excitation biphoton (900 nm) et pour un même objectif, elle va donc être augmentée environ d’un facteur deux par rapport à une excitation monophotonique (488 nm). Cependant, en pratique, la résolution spatiale est équivalente à celle des microscopes confocaux car l’illumination est concentrée en un point ce qui permet une excitation plus résolue qu’avec un pinhole (Helmchen et Denk 2005) (Figure I-23B). La résolution spatiale des microscopes multiphotonique est généralement de 0,2-0,4 µm en x, y et de 0,4-0,9 µm en x, z.  Une autre application de la microscopie multiphotonique est l’utilisation de la génération d’un signal de seconde harmonique (SHG) produit par les molécules intrinsèques des cellules. Il s’agit d’un phénomène non-linéaire de diffusion de la lumière se produisant dans des assemblages moléculaires sans centro-symétrie (monocouches lipidiques, collagènes, microtubules, myosine). La seconde harmonique se traduit par un doublement de la fréquence de la lumière excitatrice (division par 2 de la longueur d’onde). La seconde harmonique est un processus cohérent : c’est-à-dire que les photons diffusés conservent les propriétés de phase des photons incidents (Figure I-24). 
 
 
 
Figure I-24 : Comparaison des phénomènes de la fluorescence en mode biphotonique (2PE) et de la fluorescence en seconde harmonique (SHG). 
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Une application de l’imagerie multiphotonique est l’utilisation de la propriété intrinsèque de certaines molécules biologiques à générer, après excitation biphotonique, un signal de seconde harmonique. Cette technique permet de visualiser des dommages au niveau de certains tissus constitués de fibres de collagènes comme la peau (Figure I-25), les muscles, les yeux, les reins (Hernest et al. 2006 ; Strupler et al. 2008). Elle nécessite cependant le prélèvement des tissus s’ils sont en profondeur dans l’organisme. Une application majeure de la microscopie SHG est la mesure optique du potentiel transmembranaire. Elle permet une mesure rapide et résolue spatialement du potentiel membranaire d’une population de neurones (Charpak et al. 2001) ou à différents endroits d’une même cellule.  
 
 
 
Figure I-25 : Exemple de visualisation des fibres de collagènes de la peau (A) et de la fibrose d’un rein (B) par microscopie de seconde harmonique. (A.a) Représentation schématique de la triple hélice de collagène et des structures des fibres de type I et IV. (A.b) Exemple d’image obtenue de la peau en microscopie seconde harmonique. (B.a) Observation des zones fibrosées (en vert) dans un rein (section coronale). (B.b) Reconstitution tridimentionnelle d’une zone fibrosée du rein autour d’une artère (vert : collagène fibrillaire excité en seconde harmonique ; rouge : fluorescence cellulaire, excitation à 2 photons) (d’après Strupler et al. 2008 ; Schanne-Klein et 
Strupler 2007). 
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La SHG peut être également générée par des sondes fluorescentes mais elles demandent une orientation particulière dans les tissus (Leray et al. 2004 ; Moreaux et al. 2000) (Figure I-26). En effet, l’équipe de Mireille Blanchard Desce travaille sur des molécules synthétiques amphiphiles dites push-pull qui possèdent une structure électronique asymétrique avec un domaine accepteur (A) et un domaine donneur (D) d'électrons. Elles sont capables de s'insérer dans le feuillet externe des membranes lipidiques, avec un certain angle d'insertion α (Moreaux et al. 2001). Elles ne produisent pas de SHG lorsqu’elles sont aléatoirement insérées dans les membranes au repos mais en génère une lorsqu’un changement du potentiel membranaire à lieu (Moreaux et al. 2003 ; Pons et al. 2003). 
  
          
Figure I-26 : Utilisation de molécules push-pull (A) générant un signal de seconde harmonique dans les bicouches lipidiques polarisées (B). Les sondes s’incorporent dans les bicouches lipidiques aléatoirement et ne génèrent pas de signal de seconde harmonique (image notée SHG). Par contre, lorsque les lipides sont polarisés sous l’effet d’un champ électrique, les sondes s’orientent dans les bicouches et émettent un signal de seconde harmonique (image notée TPEF) (d’après Moreaux et al 2003).    
1.3.2. Imagerie de fluorescence du petit animal Depuis le début du 20eme siècle, de nombreuses techniques d’imagerie clinique se sont développées pour obtenir des informations anatomiques et/ou physiologiques. Les premières techniques d’imagerie développées étaient anatomiques ; elles permettent de visualiser les os (rayons X), les tissus mous (échographie, IRM), les organes (CT, IRM) (Figure I-27). Ensuite, ce sont les techniques d’imagerie physiologiques qui ont été développées dans les années 1990 pour la recherche fondamentale et l’imagerie de petits animaux. Ce sont les techniques utilisant la fluorescence (FMT) et la bioluminescence (BLI) qui se sont avérés plus sensibles pour un usage en recherche fondamentale et appliquée au petit animal. Enfin, le développement d’appareils « hybrides » combinant deux techniques (FMT-CT, FMT-MRI) sont maintenant disponibles pour l’expérimentation animale. Elles augmentent considérablement la résolution et la sensibilité de détection chez le petit animal. 
A B 
44
Les appareils d’imagerie utilisant la fluorescence deviennent de plus en plus performants en terme de sensibilité de détection ; ils sont plus simple de mise en œuvre (fibres optiques) et pourraient devenir un guide pour le chirurgien lors d’opérations chirurgicales (Kaushal et al. 2008 ; Gunn et al. 2007 ; Tanaka et al. 2007). 
 
 
 
 
Figure I-27 : Historique des différentes techniques d’imagerie (d’après Weissleder et al. 2008). BLI, bioluminescence imaging; CT, computed tomography; DOT, diffuse optical tomography; FMT, fluorescence-mediated tomography; FPT, fluorescence protein tomography; FRI, fluorescence reflectance imaging; HR-FRI, high-resolution FRI; LN-MRI, lymphotropic nanoparticle-enhanced MRI; MPM, multiphoton microscopy; MRI, magnetic resonance imaging; MSCT, multi-slice CT; OCT, optical coherence tomography; OFDI, optical frequency-domain imaging; PET, positron-emission tomography.   
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Depuis la découverte de la GFP et son clonage dans des vecteurs plasmidiques, l’étude de l’expression de gènes par imagerie de fluorescence du petit animal associée au cancer au sein d’animaux vivants s’est beaucoup développée. C’est l’équipe de Hoffman qui a commencé à l’utiliser pour étudier in vivo pour l’étude de la progression de tumeurs et des cellules métastatiques (Chishima et al. 1997a et b ; Yang et al. 1999 et 2000). Cependant, la fenêtre spectrale des tissus est peu compatible avec l’imagerie non invasive liée à cette protéine. Il est nécessaire de travailler avec des protéines ou des marqueurs fluorescents émettant dans le domaine des longueurs d’onde du rouge lointain afin de pénétrer en profondeur dans les tissus et d’éviter les problèmes optiques liés aux tissus dans le domaine des longueurs d’ondes du visible.   
Le principe de l’imagerie de fluorescence du petit animal, les propriétés optiques des tissus et 
les développements expérimentaux sont décrits dans la revue suivante que nous avons publiée en 
2009 dans le Journal des Sciences Techniques de l’Animal de Laboratoire. 
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1.4. Ciblage des cellules cancéreuses en imagerie Le ciblage des cellules cancéreuses en imagerie fluorescence s’effectue grâce à des sondes qui reconnaissent spécifiquement des marqueurs tumoraux exprimés seulement par ces cellules tumorales. Les sondes utilisées peuvent porter des marqueurs fluorescents mais aussi des assemblages moléculaires complexes (Figure I-28).  
 
Figure I-28 : Principe du ciblage des cellules cancéreuses par imagerie de fluorescence et plan du paragraphe.   
1.4.1. Marqueurs tumoraux utilisés pour le ciblage spécifique de cellules cancéreuses Une cellule cancéreuse est le résultat de mutations génétiques qui entraînent un dérèglement du métabolisme de la cellule. Les cellules cancéreuses perdent leur inhibition de contact et se multiplient de façon anarchique détournant l’organisme pour s’alimenter en nutriments et en gaz (angiogenèse tumorale, matrices et environnements extra-tumoraux).  Les cellules cancéreuses se distinguent des cellules saines par des marqueurs tumoraux qui sont synthétisés et parfois retrouvés sur leur membrane plasmique. Ces derniers sont alors des marqueurs tumoraux intéressant en imagerie pour cibler et localiser spécifiquement les cellules cancéreuses dans un organisme. Ce sont des protéines ou glycoconjugués surexprimés à la surface de la membrane des cellules cancéreuses qui peuvent interagir avec tout un panel de sondes décrites dans le paragraphe suivant.  Certains de ces marqueurs tumoraux possèdent des propriétés antigéniques comme l’antigène membranaire spécifique de la prostate (PSMA) (Lupold et al. 2002 ; Gao et al. 2004 ; Patri et al. 2004 ; Thomas et al. 2004a), le carcino embryo antigène (CEA) (Lisy et al. 2008), le récepteur au VEGF (Vascular endothelial growth factor) ou le HER-2 (Human Epidermal Growth Factor Receptor-2) (Chen et al. 2003 ; Patri et al. 2006 ; Takeda et al. 2008 ; Shukla et al. 2006). Ils sont utilisés en imagerie pour mettre en évidence différents cancers. La particularité du récepteur au VEGF est qu’il est surexprimé par la plupart des cellules cancéreuses et les cellules 
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endothéliales impliquées dans les processus d’angiogénèse. Ces antigènes sont des protéines membranaires impliquées dans les processus vitaux comme les processus de transduction de signaux exogènes ou endogènes, du cycle cellulaire ou du maintien des cellules dans l’organisme. Le PSMA est une enzyme membranaire et cytoplasmique, la glutamate carboxypeptidase qui intervient dans le cycle cellulaire et dans le processus de carcinogénèse associé au cancer de la prostate. Le CEA est impliqué dans l’adhésion des cellules et est retrouvé dans différents cancers comme le cancer colorectal, gastrique, pancréatique, des poumons et du sein. Le HER-2 est un récepteur membranaire à activité tyrosine kinase normalement impliqué dans des voies de transduction de signaux induisant la croissance et la différentiation cellulaire. Il est surexprimé dans les cancers du sein, des ovaires et carcinomes. Il existe d’autres protéines surexprimées à la surface de plusieurs types de cellules cancéreuses telles que les métalloprotéinase-2 (MMP-2) (Veiseh et al. 2007), les intégrines αVβ3 (Shukla et al. 2005; Hill et al. 2007; Jin et al. 2006; Cai et al. 2008) et les lectines (Gunn et al. 2007). Dans ce cas ces molécules sont moins spécifiques des cellules tumorales que les antigènes décrits précédemment car elles sont aussi exprimées par les cellules saines mais en beaucoup moins grande quantité. Leurs ligands naturels peuvent ètre utilisés comme sondes.  
1.4.2. Sondes utilisées pour cibler les marqueurs tumoraux en imagerie 
1.4.2.1. Les anticorps Les marqueurs antigéniques tumoraux utilisés en imagerie sont généralement issus d’études anatomopathologiques de tissus. C’est d’ailleurs dans cette discipline que les anticorps spécifiques de cellules cancéreuses ont été développés. Ils ont ensuite été adaptés pour une administration sanguine et une application en imagerie (anticorps humanisés et recombinants). En imagerie de fluorescence, les anticorps monoclonaux sont beaucoup utilisés car ils présentent une forte affinité pour leur cible mais ils présentent le désavantage de déclencher des réactions immunes dans l’organisme, et il est difficile de trouver un bon compromis entre les modifications (chimérisation ou humanisation) qui peuvent être apportées aux anticorps pour les rendre biocompatibles sans perdre leur affinité pour leur cible. Plusieurs anticorps monoclonaux sont disponibles pour une application in vivo en imagerie de fluorescence : l’anticorps anti-PSMA qui cible les cellules cancéreuses de prostate (Patri et al. 2004 ; Gao et al. 2004), l’anticorps anti-CEA qui cible les cellules cancéreuses de la prostate, du pancréas et le cancer colorectal (Kaushal 
et al. 2008 ; Lisy et al. 2008), l’anticorps anti récepteur au VEGF qui cible les cellules cancéreuses et celles associées aux processus angiogéniques (Virostko et al. 2009) ou encore l’anticorps anti-HER-2 qui cible les cellules cancéreuses du sein, des ovaires, et les carcinomes (Shukla et al. 2006 ; Takeda et al. 2008). 
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1.4.2.2. Les ligands de nature protéique Des ligands protéiques de certains récepteurs membranaires sont aussi utilisés en imagerie pour cibler les cellules cancéreuses mais ils sont encore au stade de l’expérimentation. Cette approche consiste à utiliser leurs propriétés de liaison avec des protéines ou glycoconjugués membranaires surexprimés par les cellules cancéreuses. Par exemple, la chlorotoxine est utilisée pour détecter différentes cellules cancéreuses (gliomes, médulloblastomes, cancer de la prostate, cancer des intestins et sarcomes) (Veiseh et al. 2007). C’est un peptide de 36 acides aminés avec 4 ponts disulfures qui lui permettent d’interagir avec les métalloprotéinases-2 (MMP-2). Il est issu du venin de scorpion et c’est en étudiant ses propriétés anticancéreuses que son utilisation pour cibler les cellules cancéreuses s’est avérée intéressante. Les travaux de Veiseh montrent une détection in vivo de cellules sur-exprimant MMP-2 par imagerie de fluorescence non invasive (Veiseh et al. 2007). Ils utilisent pour cela une cyanine 5.5 couplée aux fonctions amines primaires de la chlorotoxine (3 fonctions amines). Un autre exemple est celui du peptide RGD qui est utilisé pour détecter les cellules cancéreuses car il interagit avec les intégrines α Vβ3 surexprimés à la surface de plusieurs cellules cancéreuses (Shukla et al. 2005; Hill et al. 2007; Jin et al. 2006 et 2007; Cai et al. 2008). C’est un cyclo-peptide qui mime l’angiotensine. Ces molécules sont moins spécifiques des cellules cancéreuses que les anticorps car leur cible sont aussi exprimées par certaines cellules saines (cellules de l’endothélium pour les MMP-2 et cellules de l’endothélium vasculaire pour les intégrines α Vβ3) mais en beaucoup moins grande quantité ce qui les rends utilisables de manière rigoureuse en imagerie de fluorescence.  
1.4.2.3. Les métabolites Une autre approche consiste à utiliser les propriétés métaboliques des cellules cancéreuses qui diffèrent des cellules saines. En effet, elles absorbent plus de nutriments que les cellules saines car elles surexpriment des protéines sollicitant la surconsommation pour la croissance cellulaire. L’administration de métabolites est donc utilisée pour cibler des récepteurs surexprimés par les cellules cancéreuses. Par exemple, l’acide folique (vitamine B9) interagit avec le récepteur du folate (FR) (ou FBP, Folate Binding Protein). Il est montré efficace pour localiser diverses cellules cancéreuses (ovaires, reins, utérus, cerveau, colon, poumon, adénocarcinomes) par imagerie de fluorescence (Kamaly et al. 2009; Pan et al. 2009 ; Yang et al. 2009). Cette approche est moins spécifique des cellules cancéreuses que l’approche par ciblage des marqueurs antigéniques tumoraux mais est très utilisée en imagerie de type IRM et PET pour le ciblage spécifique de cellules cancéreuses et pour la délivrance ciblée de drogues au niveau des tumeurs.  
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1.4.2.4. Les aptamères Les aptamères utilisés en imagerie pour le ciblage de cellules vivantes sont des structures oligonucléotidiques sélectionnées par la technique SELEX (Systematic Evolution of Ligands by Exponential Enrichment) sur cellules. Cette technique consiste en une succession d’étapes itératives d’amplification et de sélection sur cellules. En comparaison avec les anticorps, les aptamères présentent une faible immunogénicité, une taille réduite, une synthèse chimique possible et un faible coût. In vivo, plusieurs aptamères sont disponibles pour le ciblage des biomarqueurs antigéniques : PSMA (Lupold et al. 2002), HER-3 (Chen et al. 2003) ou encore anti-mucine (anti-MUC1) (Hicke et al. 2006 ; Pieve et al. 2009). Cependant, ils sont encore très peu utilisés en imagerie de fluorescence du petit animal.  
 
1.4.3. Les assemblages moléculaires 
1.4.3.1. Les sondes « intelligentes »  Les « smart probes » ou sondes « intelligentes » sont des sondes activées par une réaction protéolytique intracellulaire des cellules cancéreuses ciblées qui deviennent alors fluorescentes. Ce sont des sondes qui donnent un rapport signal sur bruit excellent puisqu’elles sont activées qu’une fois internalisées dans les cellules ciblées. En général, elles sont activées par des protéases ou des réductases intracellulaires (métalloprotéinases MMP-2, cathépsines B et D, cystéines protéases, thioréductases) surexprimées dans les cellules tumorales qui coupent une liaison (Lys-Lys ou pont disulfure) du complexe et libèrent le fluorochrome (Figure I-29).        
Figure I-29 : Schéma décrivant la réaction enzymatique se produisant quand la sonde Prosense est activée dans les cellules ciblées (d’après Wunder et al 2004).     
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Les sondes Prosense développées par Weissleder (VisEn Medical, Inc., Woburn, MA) sont des polylysines portant des cyanines proches spatialement et non fluorescentes car une inhibition de la fluorescence est présente. Lorsque la sonde est internalisée dans les cellules par endocytose et sous l’action de protéases intracellulaires comme les cathepsines (B ou D) ou les métalloprotéinases (MMP-2), la liaison peptidique (entre les lysines) séparant les cyanines est rompue et les fluorochromes sont libérés dans les cellules qui deviennent fluorescentes (Figure I-29).  Razkin et ses collaborateurs ont montré que la molécule RAFT-RGD-Cy5-SS-Q pénétre efficacement et spécifiquement dans les cellules cancéreuses et y est activée (Figure I-30). En effet, le complexe est formé de 4 peptides RGD ciblant spécifiquement les récepteurs α Vβ3 surexprimés à la surface des cellules cancéreuses, et d’un quencher (Q) relié à une cyanine 5 via un pont disulfure. Ce pont est réduit, par les thiorédoxines du cytoplasme et des endosomes, après internalisation dans les cellules. Une fois internalisé, le quencher se détache spatialement de la cyanine et le complexe devient fluorescent. Le phénomène de quenching peut être réalisé par rapprochement de deux fluorochromes identiques mais le taux de clivage du pont disulfure est plus faible et le contraste obtenu in vivo est beaucoup moins grand (Figure I-31) (Razkin et al 2006).       
 
 
 
 
 
 
Figure I-30 : Structure du complexe RAFT-RGD-Cy5-SS-Q utilisé par Razkin et al 2006. Cette molécule est constituée d’un domaine ciblant les cellules cancéreuses formé de 4 cyclopeptides RGD, et d’un domaine responsable des propriétés fluorescentes reliés par un décapeptide circulaire. Le domaine responsable des propriétés fluorescentes du complexe est formé d’une cyanine 5 reliée via un pont disulfure à un quencher (QSY, diarylrhodamine derivative quencher). 
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Figure I-31 : Imagerie de fluorescence non invasive : observation d’une tumeur sous cutanée IGROV1 chez la souris 5 h après l’injection iv de RAFT-(RGD)4-X (10 nmol de Cy5/souris) 
(d’après Razkin et al. 2006). 
 
    
1.4.3.2. Le peptide pHLIP Engelman et ses collaborateurs ont montré que le peptide pHLIP (pH low insertion peptide) est capable de s’insérer dans la bicouche lipidique de la membrane plasmique par formation d’une hélice α lorsque l’acidité extracellulaire augmente (Reshetnyak et al. 2006). C’est le cas des matrices extracellulaires entourant les tumeurs, les zones d’inflammation ou les zones d’infection qui sont des environnements relativement acides par rapport à des tissus sains. L’insertion du peptide dans les membranes cellulaires s’effectue à un pH inférieur à 6,5 et il s’agit de l’extrémité C terminale du complexe qui est transloquée dans le cytoplasme. Deux applications sont possibles, la délivrance ciblée de drogues dans les cellules cancéreuses et l’imagerie de fluorescence de ces cellules. Engelman et ses collaborateurs ont tout d’abord greffé à l’extrémité C terminale du peptide, un pont disulfure le reliant à une molécule fluorescente ou à une drogue qui peuvent être libérées dans les cellules par clivage du pont disulfure (Figure I-32). Cette réaction se produit dans les cellules grâce aux thiorédoxines du cytoplasme et des endosomes.  
  
 
 
Figure I-32 : Mécanisme d’insertion du peptide pHLIP dans la bicouche membranaire des cellules suivant le pH extracellulaire (D’après 
Reshetnyak et al. 2006). 
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Ils ont également montré que ce peptide est efficace in vivo pour la détection de cellules cancéreuses par imagerie de fluorescence non invasive. Il est montré que ce peptide se localise spécifiquement dans les cellules tumorales en 20 h (Andreev et al. 2007) (Figure I-33). 
 
 
Figure I-33 : Localisation du peptide pHLIP fluorescent (Cyanine 5.5) après injection IP de 200 µg/kg (d’après Andreev et al. 2007). 
 
 
1.4.3.3. Les molécules « plateformes » La fonctionnalisation d’agents fluorescents par couplage avec des ligands enzymatiques (Jin 
et al. 2007), des anticorps (Ballou et al. 2005a) ou des peptides (Ntziachristos et al. 2003) permet de cibler spécifiquement les cellules cancéreuses.  Classiquement, les sondes tumorales sont greffées à un fluorochrome organique (Ballou et 
al. 2005b; Lisy et al. 2008) ou à un quandum dot (Gao et al. 2004; Takeda et al. 2008) pour cibler les cellules cancéreuses en imagerie de fluorescence. Les fluorochromes commerciaux disposent de fonctions réactives avec les fonctions amines, acide carboxylique ou thiols des acides aminés des sondes protéiques. Cependant, le nombre de fonctions réactives par sonde est faible, suivant sa taille et le nombre de fonctions réactives, 4 à 10 fluorochromes peuvent être greffés par sonde protéique. Dans le but d’augmenter le signal de fluorescence des sondes tumorales et/ou d’augmenter leur spécificité pour les cellules cibles, des molécules dites « plateformes » servent de support covalent à plusieurs fluorochromes et/ou plusieurs sondes. Les quantums dots peuvent être utilisés comme des « plateformes » car ils permettent plusieurs liaisons avec des sondes biologiques. Cai et ses collaborateurs ont montrés cette possibilité avec le peptide RGD en greffant plusieurs peptides RGD sur un quantum dot (Cai et al. 2008). Cela augmente considérablement la spécificité des particules pour les cellules cancéreuses. Les travaux de Coll et ses collaborateurs sur le RAFT RGD (Regioselectively Addressable Functionalized Template RGD peptide) ont montré le marquage spécifique de cellules cancéreuses surexprimant le récepteur αVβ3 aux intégrines. Cette molécule est un déca-peptide acceptant 4 cyclo-peptides RGD et un fluorochrome de type cyanine 5 (Figure I-34). Ils ont montré qu’il était nécessaire d’avoir au moins 4 peptides RGD par plateforme pour détecter spécifiquement les cellules cancéreuses in vivo (Jin et al. 2006 et 2007). 
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Figure I-34 : Schéma de la molécule RAFT-RGD comprenant 4 cyclo-peptides RGD et un fluorochrome de type cyanine 5 (d’après une présentation de JL Coll).      
Les marqueurs biologiques utilisés en imagerie de fluorescence sont souvent issus d’études 
effectuées en imagerie utilisant des radiomarqueurs. Un tableau récapitulatif mais exhaustif 
présente ici les différentes modalités pour le ciblage de cellules cancéreuses en imagerie (Figure I-
35).  
 
Marqueur 
tumoral 
Sonde Marquage fluo. ou 
assemblage 
Cancer Références 
PSMA Anticorps PAMAM + (x6) rhodamine ou (x6) FITC Prostate Goa et al. 2004 ;  Patri et al. 2004 PSMA Aptamère Rhodamine Prostate Lupold et al. 2002 
CEA Anticorps AlexaFluor 488 Cyanine (DY-676) colorectal, gastrique, pancréatique, poumons et sein Kaushal et al. 2008 ; Lisy et al. 2008 HER-2 Anticorps PAMAM + (x5) AlexaFluor 488 Sein, ovaires, carcinomes Shukla et al. 2006 ; Takeda et al. 2008 Récepteur au VEGF Anticorps NIR-800 Licor Cerveau Virostko et al. 2009 
Intégrine αVβ3 Peptide RGD (c(RGDyK); RGD-4C (doubly cyclised RGD); c(RGDfK)) 
Q-Dot 705; PAMAM +(x3) Alexa Fluor 488; PAMAM +(x4) FITC; RAFT +(x2) Cy5 
Glioblastomes, cerveau Thomas et al. 2005; Hill et al. 2007; Jin et al. 2006 et 2007; Cai et al. 2008 
β-D-galactose receptor (lectin) BSA / GSA Rhodamine G Ovaires et adénocarcinomes Gunn et al. 2007 MMP-2 Chlorotoxine Cyanine 5.5 Gliome, neuroectodermales périphériques Veiseh et al. 2007 Récepteur de l’acide folique Acide folique Q-Dots Cerveau Kamaly et al. 2009;  Pan et al. 2009 ;  Yang et al. 2009 Mucine MUC1 Aptamère Rhodamine B Cerveau Hicke et al. 2006 
 
Figure I-35: Exemples de marqueurs tumoraux et des modalités de ciblage de cellules cancéreuses utilisés en imagerie de fluorescence. 
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1.4.3.4. Les dendrimères  Mes travaux de thèse s’intéressent particulièrement à l’utilisation de dendrimères qui sont des plateformes fonctionnalisables pour le ciblage de cellules cancéreuses en imagerie de fluorescence. C’est pour cela qu’un chapitre est consacré ici pour décrire les différentes structures de dendrimères disponibles et leurs applications en biologie.  a. Structures et synthèse Les dendrimères sont des macromolécules constituées de monomères qui s'associent selon un processus arborescent autour d'un cœur central (Figure I-36A). Leur construction s'effectue par répétition d'une même séquence de réactions jusqu'à l'obtention à la fin de chaque cycle réactionnel d'une nouvelle génération Gn et d'un nombre croissant de branches identiques. La génération appelée G0 correspond au cœur central du dendrimère (Figures I-36A et B). Après quelques générations, le dendrimère prend généralement une forme sphérique, hautement ramifiée et plurifonctionnalisée grâce aux nombreuses fonctions terminales présentes en périphérie. Le nombre de ramifications influence la taille des dendrimères obtenus. Par exemple, un dendrimère de type polyamidoamine (PAMAM) de 2ème génération aura un diamètre de 2 nm et croitra d’environ 1 nm lors des générations suivantes (Svenson et Tomalia 2005) (Figure I-36B).  
    
 
Figure I-36 : Structure schématique des dendrimères montrant la nomenclature des générations (A) et représentation graphique d’un dendrimère PAMAM mentionnant son diamètre pour différentes générations (B) (d’après Dufès et al. 2005 ; Svenson et Tomalia 2005). 
A 
B 
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Les premiers dendrimères synthétisés sont les PAMAM (Figure I-37A) qui portent des amines sur les extrémités de ses branches (sociétés Aldrich Chemical Company et Dendritech) (Buhleieret al. 1978). Ensuite, ce sont les dendrimères de type polypropylène imine ont été mis sur le marché (Aldrich et DSM Fine Chemicals) (Figure I-37B) mais à ce jour, tout un ensemble de dendrimères est retrouvé dans la littérature : les dendrimères phosphorés (Figure I-37C) (Majoral et Caminade 1999), siloxane (Figure I-37D), polyester (Frechet 1994), glycosidiques (Zanini et Roy 1996)…  
 
 
Figure I-37 : Formules développées d’un dendrimère PAMAM (A), d’un dendrimère polypropylène imine (B), d’un dendrimère phosphoré (C) et d’un dendrimère siloxane (D) (d’après Majoral et Caminade 1999 ; Boas et Heegaard 2004 ; Cloninger 2002). 
A B 
C D 
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Deux types de synthèse sont utilisés pour obtenir des dendrimères : la synthèse divergente et la synthèse convergente (Figure I-38). La synthèse divergente s'effectue du cœur vers la périphérie en greffant un nombre de plus en plus grand de monomères sur la surface multifonctionnalisée du dendrimère (Buhleier et al. 1978). La synthèse convergente construit le dendrimère de la périphérie vers le cœur à l'aide de fragments dendritiques appelés dendrons qui sont rattachés lors d'une étape finale à un cœur plurifonctionnel (Hawker et al. 1990).   
         
Figure I-38 : Synthèse divergente (A) et convergente (B) des dendrimères (d’après Dufès et al. 
2005).  Les différentes structures de dendrimères dépendent de l’atome ou du groupe d’atomes central qui accepte un nombre particulier de ramifications et de la nature chimique des monomères constituants les branches (Figure I-39). De plus, suivant l’environnement dans lequel est placé le dendrimère, il adoptera une conformation sphérique, plane ou encore une conformation où toutes les branches sont repliées sur elles mêmes.   
  
 
 
Figure I-39 : Structures chimiques de différents atomes et groupes d’atomes constituant le cœur central de dendrimères. (A) Ammonium quaternaire, (B) butane, (C) méthyltrichlorosilane, (D) cyclohexène, (E) phtalocyanine, (F) porphyrine (d’après Fischer et Vogtle 1999 ; Vogtle et al. 2000 ; 
Caminade et al. 2009).  
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b. Applications des dendrimères en biologie Les dendrimères ont des propriétés particulières de solubilité, viscosité, stabilité thermique qui offrent une large palette d'applications allant de la chimie combinatoire à la médecine en passant par les nanosciences. Leurs applications découlent des propriétés intrinsèques des dendrimères : fonctions accessibles en surface, porosité de ces nanomolécules, présence de cavités, accessibilité au cœur (Figure I-40A). 
 
 
Figure I-40 : Schéma d’un dendrimère et localisation des cavités et des microenvironnements acceptant des molécules à visée thérapeutique (d’après Dufès et al. 2005) (A). Représentation schématique de l’encapsidation de drogues anticancéreuses comme le 5-fluoro-uracile (B), le méthotraxate (C) dans des dendrimères PAMAM de 3ème et de 4ème génération respectivement (d’après Svenson et Tomalia 2005).  Ils peuvent être utilisés pour le transfert de gène dans les cellules grâce à leurs fonctions de surface qui permettent la fixation de l’ADN et son transport à travers les membranes plasmiques des cellules : lipides cationiques (Takahashi et al. 2003), peptides (Ohsaki et al. 2002 ; Chow et al. 2003). Les diverses ramifications permettent la création de cavités internes et de microenvironnements à l’intérieur des dendrimères qui leurs confèrent des propriétés intéressantes pour le transport et la délivrance de molécules d’intérêt comme des drogues anticancéreuses (Malik et al. 2000 ; Kojima et al. 2000) ou des agents antibactériens (Balogh et al. 2001) (Figure I-40B et C). De plus, les dendrimères sont sensibles aux variations de pH ce qui leur permet une utilisation efficace pour le transfert de molécules à visée thérapeutique dans les cellules (Beezer et al. 2003). 
C 
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Certains dendrimères sont utilisés en photothérapie car ils possèdent un cœur photoactivable qui provoque la production d’espèces oxygénées réactives par les cellules pour détruire le tissu qu’elles composent. Ces noyaux photosensibles sont généralement de type porphyrine (Jang et al. 2006 et 2005 ; Nishiyama et al. 2003) ou phtalocyanine (Lo et al. 2004) (Figure I-39).   c. Application des dendrimères en imagerie  Les dendrimères connaissent aujourd'hui leurs premières grandes applications comme agents de diagnostic car ils acceptent le greffage d’agents de contraste (Swanson et al. 2008 ; Boswell et al. 2008 ; Kobayashi et al. 2007 ; Zhu et al. 2008) ou des fluorochromes (Shukla et al. 2006 ; Patri et al. 2004 ; Thomas et al. 2005), et d’agents de ciblage de cellules cibles. Ce sont surtout les dendrimères PAMAM qui sont utilisés en imagerie car ils sont hydrosolubles, biocompatibles et biodégradables (Malik et al. 2000 ; Xu et al. 2007). Ils permettent d’augmenter la sensibilité de détection car plusieurs agents d’imagerie sont greffés par dendrimère. D’autre part, en augmentant le nombre de sondes biologiques par complexe, il est envisageable, dans certains cas, d’augmenter la spécificité du signal de détection.  Les travaux de Hill et ceux de Thomas montrent l’efficacité de détection en imagerie de fluorescence de cellules cancéreuses in vivo par un complexe issu de l’assemblage d’un dendrimère PAMAM avec plusieurs peptides RGD (Hill et al. 2007; Boswell et al. 2008) et plusieurs fluorochromes (Hill et al. 2007; Thomas et al. 2005). Cette dernière approche permet d’augmenter à la fois, le signal de fluorescence des sondes tumorales et leur spécificité pour les cellules cancéreuses. Plusieurs études utilisant les dendrimères comme agents d’imagerie sont présentés sur la figure I-41.  
Sondes “Platefome” et Marquage Références Anticorps anti-HER-2 PAMAM + (x5) AlexaFluor 488 Shukla et al. 2006 Anticorps anti-PSMA PAMAM + (x6) rhodamine ou (x6) FITC Patri et al. 2004 RGD PAMAM + (x3) Alexa Fluor 488 (x4) FITC Shukla et al. 2006 ;  Hill et al. 2007; Boswell et al. 2008 Folate  PAMAM +  FITC (+Taxol et Methotrexate) Majoros et al. 2006 Thomas et al. 2004b, 2005 
Figure I-41 : Différents travaux utilisant des dendrimères comme plateforme moléculaire pour le ciblage de cellules cancéreuses en imagerie de fluorescence.  
66
Les dendrimères sont de véritables plateformes moléculaires pouvant également être greffés à des drogues. Ces systèmes permettent de cibler spécifiquement des cellules et d’apporter une drogue localement dans un organisme porteur d’une pathologie (Majoros et al. 2008) (Figure I-42).     
 
 
 
Figure I-42 : Schéma des différents assemblages moléculaires possibles avec le dendrimère PAMAM (d’après Patri et al. 2002). 
 
Ces molécules présentent donc un intérêt double en imagerie de fluorescence : augmenter la 
spécificité de reconnaissance des complexes en leur greffant plusieurs sondes ciblant les cellules 
cibles et augmenter la sensibilité de détection des complexes en greffant plusieurs fluorochromes. 
 
2. Transfert de molécules à visées thérapeutiques dans les cellules 
cancéreuses La chimiothérapie est l’usage de substances chimiques pour traiter une pathologie. Ce sont le plus souvent des traitements antibactériens ou antitumoraux qui utilisent des molécules dites cytotoxiques bloquant la division cellulaire. La majorité des produits utilisés sont : des agents alkylants, des alcaloides végétaux ou des inhibiteurs de la topoisomérase. Ils agissent sur l’ADN à différents points clé du cycle de la mitose.  De nombreuses pathologies sont des cibles potentielles de la thérapie génique, il s’agit de modifier, de remplacer ou de réguler un gène déficient par introduction d’acides nucléiques dans les cellules cibles. 70 % des essais sont focalisés sur le traitement du cancer, environ 20 % sur le traitement de maladies héréditaires classiques, et 10 % sur des affections diverses comme les infections virales. 
  
Le problème majeur de la thérapie génique ou de la chimiothérapie est la délivrance des 
molécules dans les cellules car elles sont constituées d’une membrane plasmique imperméable aux 
molécules hydrophiles comme l’ADN. Plusieurs techniques de transfert de molécules sont utilisées 
avec succès en clinique humaine ou vétérinaire et seront décrites ici.  
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2.1. Etapes clés du transfert de molécules thérapeutiques 
 
2.1.1. Amener les molécules à proximité des cellules cibles 
 La première étape du transfert de molécules à visée thérapeutique dans les cellules atteintes d’une pathologie est de les emmener à proximité de ces cellules cibles. Les méthodes les plus souvent utilisées et simples dans leur mise en œuvre sont : les injections locales, intraveineuses et intra péritonéales. Ensuite, il existe d’autres méthodes d’administration : orale, transdermique, respiratoire.  L’injection locale, administre le produit à un endroit précis où se situent les cellules cibles. Elle possède donc les avantages de concentrer les molécules en un point afin d’éviter des effets secondaires ailleurs dans l’organisme et de ne pas le diluer. Cependant, il est difficile de traiter de grands volumes de cellules sans pratiquer des multi-injections et sans injecter de grands volumes. De même, cette technique est pratique pour atteindre des cellules en surface telles que les cellules de peau, de l’œil ou des tissus relativement proches du milieu extérieur (muscles). Il sera par contre difficile d’atteindre des tissus tels que le foie ou les reins sans chirurgie ou sans assistance de l’imagerie qui sont des contraintes. Enfin, l’injection locale pose aussi le problème d’une bonne répartition du produit au sein du tissu, cela dépendra de plusieurs paramètres tels que : la vitesse d’injection, le volume injecté, la concentration du produit et la composition de l’excipient. L’injection intraveineuse consiste à injecter le produit dans la circulation sanguine pour atteindre pratiquement toutes les cellules de l’organisme. Cependant, elle conduit à une localisation préférentielle des produits dans le foie, les poumons ou les reins, suivant le vecteur utilisé et présente aussi des risques de toxicité au niveau des organes non ciblés (Mahato et al. 1997). Les avantages de cette méthode sont multiples : volumes administrés et volumes traités plus grands, atteinte de pratiquement toutes les cellules sans chirurgie ou autre contrainte et distribution homogène dans les tissus. Par contre, les inconvénients de cette méthode sont aussi nombreux : dilution du produit, pas de contrôle du ciblage des cellules atteintes par le produit, effet secondaire dans des zones de l’organisme non ciblées. Pratiquement, cette méthode présente les mêmes problèmes lors de l’administration du produit que l’injection locale, la reproductibilité des expériences reposera encore sur la vitesse, le volume et la concentration injectée. Pour des administrations de médicaments par voie orale, les tissus sont ciblés mais de façon moins précise. Dans les deux premiers cas, les tissus ciblés sont richement vascularisés ce qui leur confèrent des propriétés d’absorption du produit et donc une bonne distribution de ce dernier dans les tissus. La voie transdermique est utilisée pour les pommades, crèmes, lotion, elles dépendants surtout des propriétés des molécules à pénétrer à travers la peau.  
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2.2.2. Stroma tumoral et matrice extracellulaire  Les cellules tumorales implantées localement dans un tissu s’entourent d’un tissu conjonctif et inflammatoire appelé stroma qui comporte des cellules conjonctives (fibroblastes), des cellules responsables de l'inflammation (macrophages, lymphocytes), des capillaires néoformés et des fibres extracellulaires de collagène (constituants la matrice extracellulaire ou MEC) (Figure I-43). Le stroma a donc un rôle de soutien (charpente fibreuse de la MEC) et de nutrition (angiogénèse). C’est aussi une barrière dynamique aux molécules injectées car elles peuvent être dégradées soit par les cellules d’origine inflammatoire comme les macrophages pouvant les capter soit, par des enzymes comme les RNases ou DNases.    
 
 
 
 
 
 
 
Figure I-43 : Schéma d’un stroma normal et d’un stroma tumoral (d’après Ahmad et al. 1997).   La MEC constitue une barrière physique entourant les cellules qui est plus ou moins abondante suivant les cellules considérées (Mesojednik et al. 2007 ; Zaharoff et al. 2002 ; Henshaw et al. 2007)). Contrairement aux autres tissus où les cellules sont directement jointes entre elles et donc plus facilement accessibles pour les molécules injectées, les cellules tumorales s’entourent d’une matrice fibreuse épaisse de collagène et de protéoglycanes (Figure I-44). Son maillage et sa composition freine la progression des molécules injectées vers les cellules ciblées. A cet enchevêtrement de molécules, il faut ajouter la présence de nombreuses charges négatives au niveau du maillage qui peut également perturber le déplacement des molécules au sein du tissu. En effet, les acides nucléiques sont chargés négativement et auront tendance à être repoussés, à l’inverse des acides nucléiques enveloppés dans un vecteur chargé positivement (comme des lipides cationiques) auraient tendances à être fixées sur place. 
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Figure I-44 : Schéma montrant la structure de la matrice extracellulaire entourant les cellules animales. 
 
 
 
 
2.2.3. La membrane plasmique : une barrière physique Les cellules eucaryotes sont constituées d’une membrane plasmique sélective ne permettant pas le transfert passif de macromolécules telles que l’ADN ou les drogues cytotoxiques. Cette membrane est composée d’une bicouche de phospholipides où des protéines et du cholestérol sont insérés (Figure I-45). L’intérieur de la bicouche de lipides est hydrophobe ce qui lui confère ses propriétés de barrière sélective aux molécules hydrophiles. Le passage à travers cette barrière dépend donc des propriétés de solubilité et de la taille de la molécule. La membrane cellulaire est cependant perméable à l’eau, aux molécules apolaires et à diverses molécules polaires (ions, sucres, acides aminés, nucléotides et autres métabolites cellulaires). Il existe de nombreux modes de transport de molécules au travers des membranes qui vont de la diffusion simple à des systèmes de transports multimoléculaires complexes.  Les molécules transférées dans les cellules à des fins thérapeutiques (acides nucléiques, drogues) sont souvent hydrophiles et trop grosses en terme de taille pour traverser librement la membrane et ne sont pas prises en charge par des systèmes de transport de la cellule.     
Figure I-45 : Schéma d’une membrane plasmique d’une cellule eucaryote (d’après Wiley 
& Sons, Inc).   
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La membrane plasmique des cellules est aussi une barrière électrostatique car elle est chargée globalement négativement. Ce sont les protéines glycosilées qui représentent jusqu’à 50% de la masse de la membrane qui lui confèrent des charges négatives répulsives. En effet, les acides nucléiques sont aussi chargés globalement négativement et sont naturellement repoussés par ses charges. 
 
Les cellules tumorales ont donc un environnement particulier composé par le stroma et la MEC 
qui constituent des obstacles à la diffusion des molécules après leur délivrance. Cependant, la plupart 
des molécules à visée thérapeutique doivent pénétrer dans les cellules pour atteindre leur cible et 
être efficace et une seconde barrière, la membrane plasmique, doit être traversée. 
 
2.2.4. Transports et dégradations intracellulaires L’étude de la migration d’une molécule, après sa micro-injection, dans le cytoplasme des cellules montre que celle-ci est d’autant plus lente que la taille de la molécule est grande. Alors que les petits oligonucléotides (21 pb) sont capables de rejoindre le noyau en 5 minutes, des molécules d’ADN d’une taille de 6000 pb s’éloignent peu du site d’injection en 60 minutes (Lukacs 
et al. 2000). La viscosité du cytoplasme et la présence des différents organites freinent la progression des molécules, mais il semblerait que ce soit principalement les filaments d’actine qui entravent le déplacement de l’ADN (Dauty et Verkman 2005). L’utilisation d’un signal de localisation nucléaire (NLS) pourrait faciliter la migration de l’ADN le long des microtubules vers le noyau (Mesika et al. 2005). La stabilité d’une molécule dans le cytoplasme d’une cellule est définie par le temps entre son injection et sa dégradation. Elle va rencontrer différents agents de dégradation telles les nucléases cytoplasmiques et les conditions physico-chimiques du milieu intracellulaire vont aussi jouer sur sa dégradation (pH, présence d’ions Ca2+, Mg2+ et Mn2+).  Lorsque qu’elle pénètre dans la cellule par un mécanisme de type endocytose, elle peut rester bloquée dans des endosomes (Zhou et Huang 1994; Zabner et al. 1995). Ces endosomes peuvent par la suite fusionner avec des lysosomes contenant des nucléases (Coonrod et al. 1997; Ross et al. 1998). Les enzymes lysosomales peuvent donc aussi être impliquées dans l’instabilité des molécules au cours de leur trafic intracellulaire. L’ADN plasmidique doit atteindre le noyau pour donner lieu à la synthèse d’ARNm. Or la membrane nucléaire constitue aussi une barrière importante à l’entrée d’acides nucléiques dans le noyau, malgré l’existence de pores nucléaires. Des acides nucléiques d’une taille allant jusqu’à 200 pb peuvent diffuser passivement au travers des pores nucléaires mais des acides nucléiques 
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de taille supérieure sont transférés dans le noyau par un mécanisme actif impliquant des transporteurs protéiques et leurs séquences NLS (Nuclear Localization Sequences) (Dowty et al. 1995; Hagstrom et al. 1997; Ludtke et al. 1999).   
2.2. Méthodes de transfert d’acides nucléiques dans les cellules Les deux méthodes de transfert utilisées pour transférer les acides nucléiques dans les cellules sont les méthodes virales et les méthodes non virales. Ces dernières utilisent soit des produits chimiques (polymères cationiques, lipides cationiques, liposomes, vecteurs peptidiques) soit des techniques physiques (micro-injection, biolistique, magnétofection, électroporation). 
 
2.2.1. Méthodes virales Les vecteurs viraux utilisent les propriétés des virus dont ils dérivent pour introduire un gène d’intérêt dans une cellule cible et modifier son génome. Leurs efficacités de transfection sont proches de 100 % in vitro et sont largement utilisés in vivo. Ils représentent plus de 70% des protocoles autorisés dans les essais cliniques. Cependant, l’emploi de ces vecteurs viraux n’est pas sans risque considérant les doses de charges virales administrées (Marshall 1999) ou la mauvaise intégration dans le génome de la cellule hôte (Hacein Bey Abina et al. 2003). La mise en place d’un essai clinique de thérapie génique du syndrome de l’immunodéficience sévère par l’équipe du Pr Fischer a fait naître de grands espoirs pour le traitement des « bébés bulles » (Cavazzana-Calvo et al. 2000). Cependant, l’intégration du gène d’intérêt peut se produire dans un gène suppresseur de tumeur (Hacein Bey Abina et al. 2003; Woods et al. 2003) et créer, soit une perte de fonction, soit un dérèglement de la fonction d’un gène impliqué dans le développement de cancers. En 2003, tous les essais cliniques de thérapie génique utilisant des rétrovirus ont été arrêtés (Brenner et Malech 2003). Les virus utilisés dans les laboratoires sont généralement des adénovirus associés, des adénovirus, des lentivirus ou des rétrovirus qui contiennent l’ADN complémentaire du gène d’intérêt pouvant soit s’exprimer de façon transitoire (expression à court terme) soit de façon stable s’il s’intègre dans le génome de la cellule (expression à long terme) (Figure I-46). Ces virus diffèrent, entre autres, par la taille de l’insert d’ADN, par l’état de phase du cycle cellulaire des cellules infectées et du type d’intégration dans le génome de la cellule hôte (stable ou transitoire) (Figure I-46).  
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Virus Expression Types cellulaires 
Caractéristiques du 
vecteur Références 
Rétrovirus Stable Tous Cellules en division Insert 5kb Intégration possible Hacein Bey Abina et al 2003 ; Woods et al. 2003 
Adénovirus 
 Transitoire Tous Cellules quiescentes Insert 8kb-35kb Réaction inflammatoires et immunitaires in vivo Carmen 2001;  St George 2003 
Virus adéno-
associé (AAV) 
Stable si virus helper Tous Cellules quiescentes Insert 5kb Grieger et Samulski 2005 
Lentivirus Stable Tous Cellules quiescentes et en division Insert 8kb Quinonez et al. 2002 ; Indraccolo et al. 2002 ; Morris et al. 2006 
Herpes virus 
simplex Transitoire Tous Cellules quiescentes et en division Insert 40kb Réaction inflammatoires et immunitaires in vivo Miyatake et al. 1997 ; Fink et al. 1996 
Figure I-46 : Principaux vecteurs viraux utilisés pour le transfert de gènes dans les cellules animales. 
 
2.2.2. Méthodes non virales 
2.2.2.1. Méthodes chimiques Les méthodes chimiques de transfert d’acides nucléiques dans les cellules reposent sur les propriétés des molécules utilisées qui sont généralement cationiques. Elles se complexent aux acides nucléiques et permettent leur transfert dans les cellules par endocytose ou par fusion avec la membrane plasmidique.  Il existe différentes techniques: la lipofection, l’utilisation de polymères cationiques, les vecteurs peptidiques (Figure I-47).  
Méthodes 
chimiques Expression 
Mécanisme 
Caractéristiques Références Lipides cationiques Transitoire Endocytose - Fusion Utilisé in vitro, in vivo Kang et al. 2009 ; Choi et al. 2008 Liposomes Protéoliposomes Transitoire Stable Endocytose - Fusion Utilisé in vitro, in vivo Inoh et al. 2009 ; Okumura et al. 2008 Polymères cationiques Transitoire Stable Endocytose - Fusion Utilisé in vitro, in vivo Mastrobattista et al. 2001 ; Yockman et al. 2007 ; Kang et al. 2009 Vecteurs peptidiques Transitoire Endocytose – Fusion Utilisé in vitro, in vivo Collas et al. 1997 Morris et al. 2000 ; Kneifel et al. 2006 Dendrimères Transitoire Endocytose – Fusion Utilisé in vitro, in vivo Navarro et de Ilarduya 2009 ; Pan et al. 2007 
Figure I-47: Principales méthodes chimiques utilisées pour le transfert de gènes dans les cellules animales.  
 
Ces techniques de transfert d’acides nucléiques dans les cellules tumorales sont beaucoup 
moins efficaces que les techniques virales, elles ne représentent que 10 % des protocoles utilisés en 
thérapie génique. De plus, l’intégration du gène d’intérêt dans le génome des cellules ciblées est un 
événement rare ; ces techniques sont souvent utilisées pour une expression transitoire du gène. 
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2.2.2.2. Méthodes physiques Les méthodes physiques consistent en général à déstabiliser la membrane plasmique des cellules par une action mécanique ou physique (biolistique, injection d’acides nucléiques nus, électropulsation…) pour faire pénétrer les molécules dans les cellules (Figure I-48).  
 
Méthodes 
physiques Expression 
Types 
cellulaires 
Mécanismes 
Caractéristiques Références 
Biolistique Transitoire Stable Tous Perforation Cheng et al. 1993 Walther et al. 2009 
Sonoporation Transitoire Nombreux Pores, accès direct Lauer et al. 1997 ; Lu et al. 2003 et 2009 ; Zarnitsyn et al. 
2007 ; Suzuki et al. 2008 
Injection ADN nu 
Transitoire Stable Cellules musculaires Endocytose ? Utilisé in vivo (muscle) Chang et al. 2007 ; Oh et al. 2007 
Electro-
perméabilisation 
Transitoire Stable Tous Pores ? Neumann et al. 1982 ; Daub et al. 2008 
Figure I-48 : Principales méthodes physiques utilisées pour le transfert de gènes dans les cellules animales.  
 
Ces méthodes sont généralement plus efficaces que les méthodes chimiques mais elles restent 
tout de même moins efficaces que les méthodes virales. Elles représentent 15 à 20 % des essais 
cliniques. 
 
2.2.3. Electroperméabilisation et électrotransfert d’acides nucléiques Mes travaux de thèse s’intéressent dans un second temps à l’électrotransfert d’acides nucléiques dans des cellules tumorales in vitro et in vivo et à la mise en place du mécanisme biophysique guidant le transfert de ces molécules dans les cellules. C’est pour cette raison qu’un chapitre est consacré en détail à l’électroperméabilisation des cellules et à ses applications in vivo. 
 
2.2.3.1. Caractéristiques du champ électrique Le champ électrique est généré par l’application d’une différence de potentiel U aux bornes de deux électrodes reliées à un générateur de tension. Selon la géométrie des électrodes, le champ électrique est uniforme ou non dans l’espace ; il peut être continu lorsque l’échantillon est traversé par un courant continu ou alternatif lorsque l’échantillon est traversé par un courant alternatif. Dans le cas de deux électrodes planes et parallèles, distantes de d, l’intensité du champ électrique E est reliée à U selon la relation : E (kV/cm) = U (kV) /d (cm). 
74
Les conditions électriques appliquées se caractérisent par différents paramètres physiques : l’intensité du champ électrique appliqué E, le nombre d’impulsions électriques N appliqué sur le système cellulaire, la durée d’une impulsion T et la fréquence F d’application des impulsions électriques. Le délai entre chaque impulsion est : (1/F) – T. La cinétique de variation de la tension U appliquée aux bornes des électrodes peut être soit en décroissance exponentielle, soit en vague carrée (Figure I-49).   
 
 
 
 
 
 
Figure I-49 : Schéma d’une impulsion électrique. (A) Impulsion de type «déclin exponentiel». Elle est caractérisée par son intensité de champ électrique initiale (E0) et son temps de déclin (τ). L’intensité décroît de façon exponentielle : E(t)=E0.e-t/τ. (B) : impulsion de type «vague carrée». Elle est caractérisée par son intensité de champ électrique E0 et sa durée T. L’intensité est constante sur toute la durée des impulsions.  - Déclin exponentiel : L’intensité du champ électrique E, décroît au cours du temps t selon une loi exponentielle, à partir d’une valeur E0 : E(t) = E0 . e (-t/τ) Avec τ = R . C ; où R est la résistance de l’échantillon et C la capacité du condensateur (obtenu avec un circuit «simple» de type : R . C). Le temps τ est le temps pour lequel l’intensité du champ électrique atteint la valeur E0/E soit E0/2,7. L’impulsion électrique en déclin exponentiel se caractérise par l’intensité initiale E0 et le temps de déclin τ ou par son t1/2. - Vague carrée : L’intensité du champ électrique E est constante pendant toute la durée T de l’impulsion. L’impulsion électrique en vague carrée, obtenue par un générateur spécifique, se caractérise par son intensité E et sa durée T.  
2.2.3.2. Conséquences physicochimiques L’application d’impulsions électriques à des cellules placées entre 2 électrodes entraine des réactions électrochimiques au niveau des électrodes, un échauffement thermique de la solution par effet Joule et des variations de la différence de potentiel membranaire des cellules.   
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a. Effets électrochimiques Sous l’effet du courant électrique, des réactions d’oxydoréductions peuvent produire des espèces chimiques très réactives telles que des radicaux libres ou la libération d’ions métalliques comme l’aluminium (Friedrich et al. 1998). Ces réactions, localisées au niveau des électrodes, dépendent de la nature chimique des électrodes (acier, acier inoxydable, aluminium), de la composition du milieu et des paramètres électriques (Edebo et al. 1968). Les composés générés au niveau des électrodes peuvent avoir des conséquences néfastes sur la viabilité cellulaire et entraîner des modifications des conditions électriques pendant l'impulsion par variation des propriétés physiques du milieu (Loste et al. 1998 ; Kotnik et al. 2001). Pour limiter ces réactions, des électrodes en acier inoxydable sont souvent utilisées (Tomov 2000 ; Kotnik et al. 2001). 
 b. Effet Joule Tout courant électrique d’intensité I traversant une résistance R induit un échauffement thermique appelé effet Joule. La production de chaleur ∆Q pendant une période de temps ∆t est donnée par la loi de Joule : ∆Q = R . I² . ∆t Toute l’énergie électrique appliquée est convertie en chaleur dans une solution homogène sans cellule (Loste et al. 1998). Cet échauffement ∆T°, lié au carré de l’intensité du champ électrique appliqué E, à la durée de l’impulsion T, à la conductivité de l’échantillon Λ, ne dépend pas du volume de l’échantillon. Il est donné par la formule suivante (Kinosita et Tsong 1977; Neumann et Rosenheck 1972) : ∆T° = E² . T . Λ/ Cp . ρ ; Cp : chaleur spécifique (voisine de 4,18 J/g.K) ; ρ : masse spécifique de l’échantillon (1 g/cm3). Cet incrément thermique étant associé à une seule impulsion, l’élévation globale de température sera d’autant plus importante que le nombre d’impulsions sera grand. Cependant, une dissipation thermique a lieu entre chaque impulsion. Elle est d’autant plus élevée que la fréquence des impulsions est basse.  
2.2.3.3. Induction de l’électroperméabilisation membranaire La membrane cellulaire possède une faible perméabilité vis-à-vis des ions. Le gradient de concentration ionique entre chaque face de la membrane entraîne la formation d’une différence de potentiel membranaire, ∆Ψ0, considérée comme homogène en tout point de la membrane cellulaire. Sa valeur dépend du type cellulaire considéré.  
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a. Différence de potentiel induite Lorsqu’une cellule en suspension est placée dans un champ électrique homogène, elle perturbe les lignes de champ électrique provoquant une redistribution des charges au niveau de la surface membranaire. L’accumulation de charges à la surface cellulaire qui en résulte, induit une différence de potentiel membranaire ∆ Ψi (Bernhardt et Pauly 1973). L’expression de cette différence de potentiel induite dans le cas d’un champ électrique de profil cinétique en vague carrée et pour une cellule en suspension, est donnée par la résolution de l’équation de Laplace (Kinosita et Tsong 1977) en faisant les approximations suivantes (Figure I-50):  - La cellule est considérée comme un volume creux - L’épaisseur de la membrane est négligeable comparée au rayon de la cellule - Les milieux interne et externe sont considérés comme des conducteurs purs   
 
 
Figure I-50 : Représentation schématique d’une cellule en suspension placée dans un champ électrique. La membrane cellulaire est considérée comme un diélectrique sphérique parfait.     
∆Ψi(M) = | f. g(λ). r. E. cos (θ). (1 - exp (-t/τc)) | 
f : facteur de forme de la cellule, 
g(λ) : facteur lié aux conductivités de la membrane, du cytoplasme et du milieu extracellulaire. Si la membrane est considérée comme un diélectrique pur, g(λ) est égal à 1. 
r : rayon de la cellule. 
E : amplitude du champ électrique appliqué. 
θ : angle entre la direction du champ et la normale au point M considéré sur la membrane. 
t : durée de l’impulsion. 
τc : temps de charge de la capacité membranaire (~ µs). L’expression simplifiée de ∆Ψi peut être décrite, après une période transitoire t >> τc, par :  
∆Ψi(M)=f. g(λ). r. E. cos (θ) Avec f = 1,5 pour une cellule sphérique. 
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La différence de potentiel induit ∆Ψi est proportionnelle à la taille de la cellule et à l’intensité du champ électrique appliqué. Le terme en cosθ indique que la différence de potentiel membranaire induite est corrélée à la vectorialité du champ électrique, elle n’est donc pas uniforme en tout point de la membrane cellulaire. Elle est maximale aux points faisant face aux électrodes (θ= 0° et 180°) et diminue le long de la surface cellulaire pour s’annuler aux pôles de la cellule (θ= 90° et -90°).   b.Notion de seuil de perméabilisation Lors de l’application d’un champ électrique externe sur une cellule, la différence de potentiel transmembranaire induite ∆Ψi s’ajoute à la différence de potentiel transmembranaire native ∆Ψ0 (Figure I-51).  La différence de potentiel qui en résulte ∆Ψr(t) est donnée au temps t par : 
∆Ψr (t) = ∆Ψo + ∆Ψi = ∆Ψo + f. g(λ). r. E. cos (θ). (1 - exp (-t/τc)) Lorsque ∆Ψr(t) atteint la valeur limite ∆Ψc, correspondant à une valeur critique Ep du champ électrique, l’état de perméabilisation apparaît. Cette valeur critique de ∆Ψ varie selon les auteurs de 1 V pour les érythrocytes (Kinosita et Tsong 1977) à 200-250 mV dans le cas de cellules animales, végétales et de bactéries (Gabriel et Teissié 1997a; Teissié et Rols 1993).   c.Asymétrie de la perméabilisation membranaire Le gradient de potentiel associé au potentiel transmembranaire natif est orienté de l’extérieur vers l’intérieur de la cellule. Le champ électrique est appliqué de l’anode (+) vers la cathode (-). Le caractère vectoriel du champ électrique implique que côté anode, le sens des vecteurs associés aux gradients de potentiel est le même, les valeurs numériques s’ajoutent entraînant une hyperpolarisation de la membrane. Du côté de la cathode, les gradients de potentiel sont de directions opposées, les valeurs numériques se retranchent, la membrane subit alors une dépolarisation (Tekle et al. 1991) (Figure I-51).     
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Figure I-51 : Représentation schématique des différences de potentiels membranaires d’une cellule en suspension soumise à champ électrique. La différence de potentiel transmembranaire de repos est homogène en tout point de la membrane. La différence de potentiel transmembranaire électro-induite est maximale dans les régions membranaires qui font face aux électrodes et nulle aux pôles de la cellule. Côté anode, les deux potentiels sont de même signe, il y a hyperpolarisation. Du côté cathode, les deux potentiels sont de signe contraire, il y a dépolarisation.  La théorie prévoit que la différence de potentiel transmembranaire critique à partir de laquelle la membrane perd sa fonction de barrière sélective, est atteinte dans la zone faisant face à l’anode lorsque l’intensité du champ électrique E devient supérieure à l’intensité du seuil de perméabilisation Ep. Puis, pour des valeurs de champ électrique plus élevées, il y a apparition de la perméabilisation membranaire dans la région cellulaire faisant face à la cathode au delà d’un deuxième seuil permettant la fusion membranaire de cellules en contact, (seuil de fusion Ef) (Gabriel et Teissié 1997a; Teissié et Rols 1993). La surface de la membrane affectée par le champ électrique est donnée par l’équation suivante :  
Aperm = Atot (1- Ep/E)/2  si Ep<E<Ef  
Aperm = Atot [2- (Ep/E) -(Ef/E)] /2  si Ef<E Où Atot est la surface totale de la cellule sphérique et E l’intensité du champ appliqué. La surface perméabilisée Aperm est fonction de l’inverse de l’intensité du champ électrique et ne dépend pas de la durée de l’impulsion (Rols et Teissié 1990c; Schwister et Deuticke 1985). Il s’ensuit que plus E augmente (donc 1/E diminue), plus Aperm augmente. 
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L’utilisation de sondes fluorescentes de potentiel a permis de visualiser par microscopie de fluorescence le phénomène d’hyperpolarisation (côté anode) et de dépolarisation (côté cathode), à l’échelle de la seconde (Gross et al. 1986) et de la microseconde (Hibino et al. 1993). L’utilisation de marqueurs non perméants fluorescents a permis de visualiser la perméabilisation à l’échelle de la milliseconde (Gabriel et Teissié 1997a; Gabriel et Teissié 1997b, 1999; Kinosita et al. 1992). La zone perméabilisée se situe exclusivement face à l’anode pour des valeurs de champ électrique faiblement supérieures au seuil de perméabilisation et face aux deux électrodes pour des valeurs de champ électrique plus élevées (Figure I-51). Ces observations confirment la théorie de l’asymétrie de la perméabilisation.  d.Quantification du flux induit La perméabilisation peut être décrite comme un phénomène à quatre étapes : création, extension, stabilisation et disparition (Rols et Teissié 1990a; Teissié et al. 1999). Un modèle basé sur la quantification des flux de molécules entrants et sortants à travers la membrane électroperméabilisée des cellules animales (Rols et Teissié 1990a) et de protoplastes végétaux (Montane et al. 1990) a été proposé. Ce modèle, établi pour des  molécules de masse inférieure à 4 kDa, tient compte des différents paramètres physiques du champ électrique (durée, nombre et intensité des impulsions appliquées). Le flux d’une molécule S à travers la membrane perméabilisée, à un temps t, après l’application du champ électrique est obtenu d’après la loi de Fick (hypothèse de diffusion libre) par l’équation : 
Ф(S) = P. At/2. ∆S . F(T, N, t) . (1 - Ep/E) Ep<E<Ef 
P : coefficient de perméabilité de la membrane perméabilisée pour le soluté considéré. 
At : surface de la cellule assimilée à une sphère. 
∆S : gradient de concentration de la molécule S. 
F(T, N, t) : fonction dépendante de la durée T, du nombre N et du temps après l’impulsion t, représentative de la probabilité de perméabilisation dans une région membranaire où ∆Ψc est atteint. 
Ep : intensité du seuil critique de perméabilisation. 
E : intensité du champ appliqué. D’après ce modèle, l’état perméable est créé au-delà de la valeur seuil Ep. L’augmentation de l’intensité du champ électrique détermine la surface cellulaire perméabilisée. Cependant, à l’intérieur de cette zone perméabilisée, le flux de molécules lié à la densité de défauts membranaires est sous le contrôle strict du nombre N et de la durée T des impulsions électriques appliquées (Rols et Teissié 1998b) (Figure I-52). Ces résultats ont pu être confirmés, au niveau de la cellule unique, par vidéomicroscopie de fluorescence (Gabriel et Teissié 1999).  
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Figure I-52 : Effets des paramètres électriques E, N et T sur la surface perméabilisée. (A) : N et T sont constants, E est variable et supérieur à Ep. La surface perméabilisée (en grisée) augmente avec l’intensité du champ électrique E. (B) : E est constant, N et T sont variables. Le flux de molécules à travers la membrane perméabilisée, relatif à l’efficacité de perméabilisation, augmente avec N et T (d’après Rols et Teissié 1998b). NB : Le champ électrique est dirigé perpendiculairement au plan de la feuille.  
Si l’intensité du champ électrique définit la surface membranaire potentiellement 
perméabilisable, le nombre et la durée des impulsions définissent l’efficacité de perméabilisation. 
 e.Etat transitoire et structures transitoires de perméabilisation Le phénomène de perméabilisation est un processus transitoire et réversible lorsque les conditions électriques n’affectent pas la viabilité cellulaire (Gabriel et Teissié 1995; Kinosita et Tsong 1979; Neumann et Rosenheck 1972). Dans le cas de bicouches lipidiques, la durée de vie de l’état perméable est très brève (échelle de la µs) (Benz et Zimmermann 1981 et 1983), alors que dans le cas de cellules animales, elle peut atteindre plusieurs min (Rols et Teissié 1990b). L’implication des protéines membranaires et du cytosquelette dans l’état perméable a été démontrée (Rols et Teissié 1992a; Teissié et Tsong 1981). En effet, lorsque les cellules sont traitées par des drogues affectant le cytosquelette (colchicine), le retour à l’état imperméable est accéléré (Rols et Teissié 1992a). De manière générale, la cinétique de retour à l’état natif est sous le contrôle de la température. Ainsi une diminution de la température augmente notablement la durée de vie de l’état perméable (Escande-Geraud et al. 1988; Kinosita et Tsong 1977; Lopez et al. 1988). Les lipides membranaires sont clairement impliqués dans le processus d’électroperméabilisation (Teissié et Tsong 1981). Une réorientation des têtes polaires des phospholipides de la membrane plasmique de cellule CHO a été observée par résonance magnétique nucléaire du phosphore 31 (Lopez et al. 1988). Cette étude montre que tous les phospholipides de la zone perméabilisée sont affectés. Il n’y a donc pas de défauts ponctuels 
E
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(pores) au niveau de la membrane. De plus, cette modification structurale est associée à une diminution des forces répulsives liées à l’organisation de l’eau interfaciale de la membrane (Rols 
et al. 1990b; Rols et Teissié 1990a, 1990c).  L’électroperméabilisation est alors décrite selon 4 étapes : création, expansion, stabilisation et disparition de structures transitoires de perméabilisation (STP) (Figure I-53). Les deux premières étapes ont lieu pendant l’application du champ électrique. L’intensité du champ électrique définit la zone perméabilisée (création), à l’échelle de la ns. Le nombre et la durée des impulsions contrôlent l’efficacité de cette perméabilisation (expansion), à l’échelle de la µs-ms (Rols et Teissié 1990a). La stabilisation a lieu dans les ns qui suivent l’application du champ électrique. Le retour à l’état initial de la membrane (disparition) est un processus plus lent, à l’échelle de la s-min, qui a lieu après la fin de l’application du champ électrique. Il se traduit par la réorganisation de la matrice lipidique et protéique de la membrane et du cytosquelette (Rols et Teissié 1992a).  
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Figure I-53 : Echelle temporelle des conséquences de l’électroperméabilisation.  
La notion de «pores membranaires» apparaît dans la littérature comme un modèle explicatif 
privilégié de la libre diffusion des molécules à travers la membrane électroperméabilisée. Cependant, 
aucune évidence expérimentale directe ne peut confirmer leur existence. De plus, s’ils existent, leur 
taille est difficilement compatible avec le passage de macromolécules (protéines, ADN, anticorps…) à 
travers la membrane.  
L’état actuel des connaissances ne permet donc pas de décrire de manière définitive la 
structure membranaire responsable de la perméabilité membranaire électro-induite. Nous parlerons 
donc ici de STP.  
 f.Réponses cellulaires La perméabilisation est perçue par la cellule comme un stress qui peut avoir de nombreuses conséquences, pouvant conduire à sa mort :  - L’application du champ électrique entraîne une entrée de molécules du milieu extérieur ou une sortie de métabolites cellulaires pouvant conduire à une perturbation de la balance 
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osmotique. Lorsque le déséquilibre osmotique devient trop important, un gonflement osmotique lié à l’entrée massive d’eau peut se produire et conduire à la rupture irréversible de la membrane plasmique chez le globule rouge (Kinosita et Tsong 1977; Kinosita et Tsong 1977; Schwister et Deuticke 1985).  - Une augmentation de la densité des microvillosités ainsi que des déformations membranaires (blebs) ont été observées au niveau de la membrane plasmique de cellules électroperméabilisées (Escande-Geraud et al. 1988; Gass et Chernomordik 1990). Ces changements ultra structuraux traduisent une altération du cytosquelette pouvant conduire à une perte de l’intégrité membranaire ou un détachement localisé de la membrane de sa matrice protéique sous jacente (Biswas et Guha 1999). - Au niveau des lipides membranaires, l’application du champ électrique provoque une perte partielle de l’asymétrie de distribution des phospholipides dans la membrane de fantômes de globules rouges (Dressler et al. 1983; Haest et al. 1997).  - L’électroperméabilisation s’accompagne d’une génération d’espèces oxygénées réactives (EOR ou ROS) en réponse au stress chez les cellules animales (Gabriel et Teissié 1994) et chez les cellules végétales (Sabri et al. 1996). Cette génération, dépendante des paramètres électriques est localisée au niveau de la membrane plasmique affectée par l’application du champ électrique (Gabriel et Teissié 1995). Le stress oxydatif est seulement présent lors de processus de perméabilisation réversible ; une rupture irréversible de la membrane inhibe ce saut oxydatif (Bonnafous et al. 1999). - Enfin, sous l’action d’impulsions électriques perméabilisantes, une activation du métabolisme cellulaire de cellules, notamment une augmentation de la vitesse de croissance a été observée (Gabriel et al. 1992).   
2.2.4. Mécanisme multi étapes de l’électrotransfert d’ADN dans les cellules Il est à présent admis que le phénomène d’électrotransfection d’ADN est un processus multi-étapes : i) adsorption de l’ADN à la membrane perméabilisée, ii) translocation de la membrane plasmique, iii) migration cytoplasmique, iv) passage de l’enveloppe nucléaire et expression (Figure I-54). Cependant, la majorité des modèles proposés ne décrit que l’étape de translocation de l’ADN. Cependant, il apparaît clairement que le processus est dépendant de deux facteurs. Un facteur physique, au niveau de la membrane cellulaire, qui permet l’interaction et la translocation de l’ADN et qui correspond à une réponse à court terme. Un facteur physiologique de la cellule qui permet l’expression de l’ADN et la survie cellulaire et qui correspond à une réponse à plus long terme.  
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Figure I-54 : Modèle du mécanisme multi étapes de l’électrotransfert de gènes. Le mécanisme d’électrotransfection serait un processus complexe constitué de plusieurs étapes : insertion, translocation, expression. (I) Avant l’application du champ électrique (A, cliché en lumière blanche, B, cliché en fluorescence), l’ADN plasmidique est en solution, aucune adsorption naturelle de l’ADN n’est détectée. (II) Pendant l’application du champ électrique, l’ADN vient interagir dans la région membranaire perméabilisée qui fait face uniquement à la cathode. L’interaction ADN/membrane se fait sous forme d’agrégats (C, cliché en fluorescence). (III) 1h30 après la fin des impulsions, l’ADN plasmidique est détecté, toujours sous forme d’agrégats à la membrane, mais aussi sous forme libre dans le cytoplasme, l’ADN a été transloqué et migre dans le cytoplasme (D, cliché en fluorescence). (IV) 24 h après, l’expression de la GFP, codée par le gène transfecté, est détectée (E, cliché en fluorescence) (d’après Golzio et al. 2002b).  Les résultats expérimentaux indiquent que l’ADN doit être présent avant l’application du champ électrique. Aucune transfection n’est détectée lorsque l’ADN est ajouté après les impulsions (Eynard et al. 1992; Ganeva et al. 1995; Wolf et al. 1994). Le processus se déroule alors en plusieurs étapes, dans un premier temps pendant l’application du champ électrique puis après l’arrêt des impulsions (Figure I-54).  L’application du champ électrique module le potentiel transmembranaire et permet le passage d’un état de perméabilité sélective de la membrane, à un état perméabilisé. Cette perméabilisation transitoire est localisée dans les deux régions qui font face aux électrodes (Gabriel et Teissié 1997a; Gabriel et al. 1997b). L’ADN vient alors interagir, sous l’action de la force électrophorétique, avec la membrane perméabilisée qui fait, uniquement, face à la cathode (Golzio et al. 2002b). La distance L parcourue par la molécule d’ADN est proportionnelle à la 
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viscosité du milieu µ, au nombre d’impulsions électriques N et à leur durée T : L = µ . N . T (Golzio 
et al. 2002a). L’ADN en interaction avec la membrane, sous forme d’agrégats, reste accessible aux DNases dans la minute qui suit la fin des impulsions (Eynard et al. 1997). 10 minutes après, ces agrégats sont toujours détectés à la membrane, sous forme de spots, mais sont devenus inaccessibles au TOTO-1, sonde fluorescente hydrophile spécifique de l’ADN (Golzio et al. 2002b). L’ADN est piégé dans une structure membranaire. 30 minutes après, l’ADN est observé, de manière diffuse et sous forme de spots dans le cytoplasme. L’ADN «électro-inséré» a été transloqué à travers la membrane plasmique. La cohésion membranaire apparaît comme un paramètre essentiel à cette interaction. En effet, l’augmentation de l’ordre membranaire diminue les forces répulsives et facilite l’interaction ADN/membrane. Ce phénomène serait alors directement relié à une augmentation du transfert de gènes (Golzio et al. 2001). Par ajout de lyso-PC s’insérant dans les membranes plasmiques et perturbant l’ordre membranaire ainsi que l’utilisation d’éthanol, captant les molécules d’eau à l’interface membrane-milieu et diminuant les forces répulsives, il a été montré que l’électrotransfert d’ADN est modifié. De même, l’augmentation de la tension membranaire (en milieu hypo-osmotique) aurait des conséquences similaires (Golzio et al. 1998c). Une fois dans la cellule, l’ADN doit migrer dans le cytoplasme vers le noyau, passer l’enveloppe nucléaire afin d’être pris en charge par la machinerie nucléaire pour y être exprimé (Golzio et al. 2002a). Le début de l’expression est détecté 2h30 après l’électrotransfection et son maximum est obtenu 18 h après. L’expression reste stable durant 48 h puis diminue (Rols et al. 1998d). La cellule n’apparaît pas comme un simple élément passif du processus mais comme un acteur essentiel. En effet, la préservation de la viabilité cellulaire par ajout de sérum, après les impulsions, augmente l’efficacité de transfection (Delteil et al. 2000). De même, le niveau en ATP intracellulaire semble contrôler l’efficacité de transfection. Une déplétion de 75 % du taux d’ATP diminue d’un facteur 10 l’efficacité de transfection (Rols et al. 1998c). L’état énergétique de la cellule joue donc un rôle essentiel dans le processus. Ces résultats sont confortés par le fait que l’efficacité de transfection est augmentée lorsque les cellules sont électrotransfectées en phase G2/M, où la membrane nucléaire disparaît (Golzio et al. 2002a). Le passage de l’enveloppe nucléaire apparaît ainsi comme un facteur limitant. L’état physiologique des cellules, «âge de la culture cellulaire», joue lui aussi un rôle prépondérant (Rols et al. 1992b). Les températures de pré-incubation et de post-incubation, qui vont favoriser dans le premier cas le maintien de l’état perméable, dans le deuxième cas la survie, contrôlent aussi l’efficacité de transfection (Rols et al. 1994).  
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 L’électrotransfection apparaît comme un processus complexe. L’insertion et la translocation 
de l’ADN ne peuvent pas se résumer à une simple «électro-injection» de la molécule à travers la 
membrane. La membrane plasmique serait un partenaire actif des premières étapes du mécanisme. 
Ce modèle suggère aussi l’implication et l’importance de la machinerie cellulaire dans le mécanisme 
d’électrotransfection. 
Les potentialités d’application de la méthode sont nombreuses, cependant son utilisation 
rationnelle doit passer par la compréhension des mécanismes in vitro et appréhender les complexités 
liées à l’in vivo.  
Les applications in vivo qui découlent de l’utilisation de la technique d’électroperméabilisation, 
dépendent de la réalisation d’une électroperméabilisation efficaces des cellules constituant un tissu 
sain ou tumoral. Suivant la molécule transférée, l’effet souhaité et le tissu électroperméabilisé, 
différentes techniques d’électroperméabilisation existent. 
 
2.2.5. L’électrochimiothérapie L’électrochimiothérapie anti-tumorale (ECT) est un traitement anti-cancéreux associant l’administration d’un médicament cytotoxique utilisé en chimiothérapie anti-tumorale et l’application locale, au niveau du site tumoral à traiter, d’impulsions électriques qui potentialisent les effets anti-tumoraux de ce médicament (Orlowski 1998a).  Les drogues anti-tumorales utilisées en ECT sont la bléomycine (Mir et Orlowski 1999; Quaglino et al. 2008 ; Linnert et Gehl 2009) et le cis-platine (Gehl et al. 1998; Mir et al. 2006; Sersa 
et al. 1995, 2006). Ces médicaments cytotoxiques utilisés en chimiothérapie anti-tumorale ont pour cible l’ADN cellulaire. Elles sont injectées par voie intraveineuse à distance de la tumeur et l’électroperméabilisation du tissu facilite l’entrée de ces drogues au sein des cellules tumorales perméabilisées.  Le premier essai clinique a été réalisé en France en 1991 (Belehradek et al. 1993; Mir et al. 1991). Depuis, d’autres essais ont été mis en place (Domenge et al. 1996; Heller et al. 1996a; Mir 
et al. 1998a; Sersa et al. 1998). Les protocoles d’ECT sont testés en clinique humaine pour traiter des tumeurs cutanées et sous-cutanées : nodules tumoraux, carcinomes épidermiques, mélanomes malins, adénocarcinomes (Glass et al. 1996 et 1997; Mir et al. 1998a; Rols et al. 2000). Le taux de réponse obtenu est très satisfaisant, avec près de 85 % de réponses objectives et 56 % de régressions complètes (Mir et al. 1998a). L’ECT est aussi pratiquée avec succès en clinique féline pour le traitement de sarcomes (Mir et al. 1997) et en clinique équine pour le traitement de sarcoïdes (Rols et al. 2002).  
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Les conditions d’électropulsation sont essentielles à l’efficacité de la méthode. Plusieurs paramètres ont été testés : caractéristique électrique des impulsions (N, T, E, F) (Sersa et al. 1996), mode d’administration de la drogue (Cemazar et al. 1998), orientation des électrodes par rapport à la tumeur (Sersa et al. 1995; Miklavcic et al. 1998), type et taille des électrodes (Gilbert 
et al. 1997; Jaroszeski et al. 2001).  L’équipe de Sersa a démontré que l’efficacité de l’ECT serait améliorée en augmentant le nombre d’impulsions mais aussi en modifiant l’orientation des électrodes au cours du train d’impulsion (Sersa et al. 1995 et 1996). Le délai entre l’injection de la drogue et l’application des impulsions électriques a aussi son importance. Dans le cas d’injection intra tumorale de cis-platine, les meilleurs résultats sont obtenus quand le délai est inférieur à 5 min. La drogue doit être présente pendant l’application des impulsions électriques (Cemazar et al. 1998). En outre, les électrodes ont été adaptées en fonction de la nature et de l’emplacement de la tumeur. Généralement des électrodes à plaque, planes et parallèle sont utilisées ; cependant, il est parfois difficile de disposer correctement la tumeur entre les électrodes. L’utilisation d’électrodes à aiguille permet d’effectuer un traitement intra-tumoral (Gilbert et al. 1997). Le développement d’électrodes à aiguilles (x2, x6, x8) a permis d’améliorer l’efficacité de l’ECT et d’augmenter d’un facteur 2 les réponses complètes car la distribution du champ électrique et car l’injection et la distribution des molécules au sein des tissus sont nettement améliorés.   
L’électrochimiothérapie se positionne comme un nouveau traitement antitumoral qui repose 
sur l’association de drogues cytotoxiques et de l’électroperméabilisation. L’ECT a montré de grandes 
potentialités au travers de plusieurs essais cliniques. La combinaison de l’ECT à une immunothérapie, 
qui stimulerait les défenses immunitaires de l’hôte pour la destruction des cellules tumorale 
résiduelles, apparaît comme une stratégie prometteuse (Orlowski et al. 1998b; Sersa et al. 1997). 
Cependant, il est nécessaire de multiplier les essais cliniques pour préciser la place de ce nouveau 
traitement parmi les protocoles anti-tumoraux déjà existant.  
 
2.2.6. L’électrogénothérapie L’électrotransfert de gènes a été réalisé in vivo dans différents tissus : la peau (Titomirov et 
al. 1991), le foie (Heller et al. 1996b), les tumeurs (Rols et al. 1998a), le muscle (Aihara et Miyazaki 1998; Mathiesen 1999), la cornée (Oshima et al. 1998), le cerveau (Saito et Nakatsuji 2001), la rate (Tupin et al. 2003).   
87
Introduction Bibliographique
Les procédures d’électrotransfert de gènes in vivo utilisent généralement des impulsions à vague carrée et l’importance d’une force électrophorétique faisant migrer l’ADN dans les tissus et lui permettant de pénétrer dans les cellules a été montrée (Mir et al. 1999 ; Zaharoff et al. 2002 ; Faurie et al. 2004). L’importance de la séquence d’impulsions a aussi été montrée dans le muscle qui est le tissu le plus étudié (McMahon et al. 2001; Mir et al. 1999; Rizzuto et al. 2000). L’utilisation d’impulsions de longue durée à bas voltage (20 ms à 200 V/cm) augmente d’un facteur 100 l’efficacité d’expression d’un gène rapporteur par rapport à l’injection seule du plasmide (Mir et al. 1999; Mir et al. 1998b). De plus, l’expression est de longues durée puisqu’elle est détectée au-delà de 9 mois (Mir et al. 1999; Mir et al. 1998b).  Cette hypothèse de phénomènes de perméabilisation et d'électrophorèse induits par la procédure d'électrotransfert est confortée in vivo par l'étude de combinaisons d'impulsions de fort voltage et courte durée (HV, dites impulsions perméabilisantes) (Bureau et al. 2000) suivies d'impulsions de faible voltage et de longue durée, non perméabilisantes (LV, dites impulsions électrophorétiques). Ces études réalisées sur le muscle squelettique de souris montrent que seule la combinaison d’une impulsion HV (800 V/cm ; 100 μs) suivie de 4 impulsions LV (80 V/cm ; 80 ms) (HVLV) conduit à un transfert de gènes efficace, similaire à celui obtenu par utilisation des conditions électriques standards précédemment décrites. La poursuite de ces travaux a permis de confirmer que les impulsions HV n'agissent que sur la perméabilisation cellulaire et non sur le transfert de l'ADN, et que les impulsions LV ont un effet électrophorétique sur l’ADN in vivo (Satkauskas et al. 2002). La combinaison d’impulsions à haut voltage (800 V/cm, 100 µs) et d’impulsions à bas voltage (80 V/cm, 100 ms), améliore l’efficacité du transfert de gènes dans le muscle squelettique et dans la peau (Andre et al. 2008).  En revanche, il apparaît nécessaire d’adapter les paramètres électriques au type de tissu. En effet, l’électrotransfert de gènes dans le foie semble plus efficace lorsque des impulsions de courtes durées (100 µs) sont appliquées, néanmoins l’expression dans le temps est plus courte (Heller et al. 1996b; Andre et al. 2008). De même, la méthode de transfert HVLV d’ADN dans les tumeurs n’apparaît pas aussi efficace et ne semble pas suivre le même mécanisme que dans la peau et le muscle (Cemazar et al. 2009). Les acides nucléiques transférés dans les cellules eucaryotes permettent l’expression d’une protéine « de remplacement » par introduction de séquences codantes d’ADN telles que les plasmides ou encore, permettent de réguler l’expression d’un gène « défectueux » par introduction de courtes séquences nucléotidiques telles que les ARNi, les oligonucléotides anti-sens, les ribozymes, les DNAzymes ou les aptamères (Figure I-55).  
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 Figure I-55 : Différentes molécules et leur mécanisme de régulation de l’expression génique (d’après Kurreck 2003).   
2.2.6.1. Expression de gènes a. Les plasmides Les plasmides permettent, une fois dans les cellules eucaryotes, une expression transitoire ou stable d’un gène d’intérêt suivant la méthode de transfert utilisée et suivant les séquences qu’ils contiennent (séquences permettant l’insertion de gènes dans le génome des cellules). Dans le cadre du transfert de gènes, la molécule d’ADN introduite, une fois la membrane plasmique passée, va devoir atteindre le noyau pour y être transcrite en ARNm. Celui-ci devra ensuite retourner dans le cytoplasme pour y être traduit en protéine, dans le cas du transfert de séquences codant pour des protéines. Les différentes techniques de transfert facilitent la réalisation de certaines de ces étapes aboutissant à la synthèse d’une protéine suite à l’apport de sa séquence codante. Selon le type de vecteur de transfection utilisé, la cassette d’expression contenant le transgène sera insérée dans un plasmide ou dans une séquence virale. La cassette d’expression comporte, en plus de la séquence d’ADN codant pour la molécule d’intérêt proprement dite, des séquences permettant diverses régulations de la transcription et de la traduction. Plusieurs applications sont possibles pour le transfert d’ADN codant. Pour les applications thérapeutiques le gène va coder pour une protéine remplaçant, inhibant ou suppléant la fonction de la protéine endogène dont l’expression altérée est responsable de la pathologie. C’est le principe utilisé dans les thérapies géniques qui visent à soigner les maladies génétiques mais aussi les autres pathologies telles que les cancers. Le transfert d’ADN est aussi intéressant du point de vue de la recherche expérimentale. Il est ainsi possible d’étudier le rôle de certaines molécules en contrôlant leur expression grâce au transfert de gènes, apportant alors de 
ADN 
ARNm 
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précieuses informations sur les mécanismes impliqués dans la physiologie et la pathologie cellulaire.  b. Les applications 
b.1. Sécrétion ectopique de protéines Le transfert de gènes présente une alternative intéressante à l'administration répétée de protéines recombinantes : l'avantage dans ce cas est une meilleure pharmacocinétique car la protéine est sécrétée. De nombreuses études avec des gènes rapporteurs ont montré le potentiel de l'électrotransfert intramusculaire pour la sécrétion à des niveaux thérapeutiques de protéines dans la circulation sanguine (Trollet et al. 2006 et 2008). Le muscle est en effet un bon candidat en tant que tissu néoendocrine pour l'expression de cytokines (Perez et al. 2002; Saidenberg et al. 2003; Ho et al. 2004), d’interleukines (Perez et al. 2002; Saidenberg et al. 2003; Ho et al. 2004), de facteurs de croissance (Tanaka et al. 2002; Xue et al. 2002), de facteurs de coagulation (Fakharzadeh, et al. 2000 ; Samakoglu et al. 2001 ; Maruyama et al. 2001 ; Long et al. 2005 ) (Figure I-56).  
Protéine ou 
peptide exprimé 
Organisme / Tissu EP Effet Références 
Erythropoïétine Souris bêta-thalassémique / Muscles Meilleure érythropoïèse, augmentation de la demi-vie des globules rouges, hématocrite élevée 
Kreiss et al. 1999; Rizzuto et al. 2000; Payen et al. 2001; Samakoglu et al. 2001 ; Maruyama et al. 2001 Facteur de croissance HGF (Hepatocyte Growth Factor) Inflammation aiguë du foie chez la souris / Muscle Effet protecteur au niveau des cellules du foie Tanaka et al. 2002; Xue et al. 2002 Facteur VIII de l’hémaglutination Souris / Muscle et Peau Correction phénotypique de l'hémophilie A Fakharzadeh et al. 2000 ; Long et al. 2005 Cytokines IL-10 et IL-4 modèles d'arthrite rhumatoïde chez la souris / muscle Effet sur l'arthrite induite au collagène Perez et al. 2002; Saidenberg et al. 2003; Ho et al. 2004 Récepteurs 
solubles du TNFα Souris / Muscle ciliaire inhibition de cette cytokine pro-inflammatoire entraînant une diminution des signes cliniques Bloquel et al. 2007 Insuline Modèle de diabète induit chez le cochon / Hépatocytes primaires (ex vivo) Diminution de l’hyperglycémie et correction des problèmes métaboliques liés au diabète Chen et al. 2008 
Figure I-56 : Différentes études concernant la sécrétion ectopique de protéines. 
 
Ces différentes études montrent que l'électrotransfert intramusculaire peut être utilisé pour 
atteindre en systémique des niveaux thérapeutiques de protéines sécrétées. 
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b.2. L’électrovaccination ADN L'immunisation génétique est un concept assez nouveau en vaccination. Cette méthode simple et peu coûteuse, présente plusieurs avantages : l'antigène est produit généralement sous sa forme native, il est produit de façon prolongée par les cellules de l'organisme, ce qui peut permettre d'éviter le recours au rappel pour certains vaccins et cette stratégie ne présente aucun risque d'infection post-vaccinale.  La possibilité d'obtenir une immunisation par transfection d'un ADN a été démontrée pour la première fois il y a une quinzaine d'année (Tang et al. 1992; Ulmer et al. 1993). Elle consiste à injecter directement dans le muscle squelettique ou la peau les gènes codant les protéines antigéniques. L'organisme produit lui-même les antigènes qui vont induire la réaction immunitaire. Il est maintenant bien établi que l'immunisation par ADN induit une réponse durable à la fois cellulaire et humorale (Widera et al. 2000; Bachy et al. 2001 ; Quinn et al. 2002 ; Martinon 
et al. 2009), bien que le mécanisme conduisant à cette réponse ne soit pas entièrement élucidé. Ce type d'immunisation est développé dans un but vaccinal, antiviral ou antibactérien, mais il est aussi utilisé pour provoquer chez l'animal la production d'anticorps contre l'antigène injecté avec des titres élevés.  De plus, le développement des thérapies géniques et cellulaires laisse entrevoir aussi un avenir pour l’utilisation de l’électrotransfert de gènes comme méthode alternative à une thérapie génique en oncologie (Bureau et Scherman 2002). L’introduction d’un gène par champ électrique soit dans la tumeur pour induire la destruction des cellules tumorales (Chuang et al. 2009, Daub et 
al. 2008 ; Muthumani et al. 2009 ; McCray et al. 2007) soit dans le muscle pour favoriser la sécrétion de protéines anti-tumorales d’intérêts, pourrait être parmi les applications possibles (Heller et al. 2000; Lladser et al. 2009; Low et al. 2009 ; Ahmad et al. 2009) (Figure I-57). 
 
Immunisation 
contre 
Tissu EP Organisme modèle Effet Références Hémagglutinine de la grippe Muscle Souris RH et RI Bachy et al. 2001 Protéines du VIH Intra-dermique Intra-tumorale Primates ; Souris + mélanomes RI Anti-cancer Martinon et al. 2009 ; Muthumani et al. 2009 ; McCray et al. 2007 Interleukine 12 Intra-tumorale Humains + mélanomes ; Chien Anti-cancer  RI au niveau de la tumeur Daub et al. 2008 Chuang et al. 2009 Protéines de P. 
aeruginosa Muscle Souris RI et RH Saha et al 2006 PSMA Muscle Humain /essais clinique phase I/II RH Low et al. 2009 ;  Ahmad et al. 2009 Virus de l’hépatite C Peau Humain RI Sällberg et al. 2009 Survivine Peau Souris RI et anti-cancer Lladser et al. 2009 
Figure I-57 : Différentes études concernant l’électrovaccination (RH : réponse humorale ; RI : réponse inflammatoire). 
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Les potentialités de «l’électrovaccination ADN» font de cette méthode une alternative aux 
techniques de vaccinations classiques. Elle offre une nouvelle approche pour la prévention de 
maladies par la stimulation des défenses immunitaires, pour prévenir le développement de tumeurs 
mais aussi pour éviter des maladies virales aussi bien chez l’homme (SIDA, grippe, hépatite) que chez 
les animaux (grippe aviaire, le virus de l’Herpes bovin, fièvre aphteuse porcine) (Beard et Mason 
1998; Chattergoon et al. 1997). 
 
2.2.6.2. Régulation de l’expression génique a. Les molécules 
a.1. Les séquences anti-sens Les ADN anti-sens ont été développés dans les années 80 par Zamecnik et Stephenson pour bloquer la réplication d’un virus. Ce sont des séquences d’ADN synthétiques simple brin de 15 à 25 nt complémentaires de séquences de l’ARNm cible qui conduisent donc à la formation d’un hybride ADN/ARN. Deux mécanismes de régulation sont possibles après fixation de l’antisens sur la séquence de l’ARNm : le premier est dépendant de la RNase H et conduit à la dégradation de l’ARNm et le second, consiste à bloquer physiquement la post transcription par encombrement stérique dû à la fixation de l’antisens sur l’ARNm (Figure I-58). Le mécanisme antisens le plus efficace et le plus utilisé est celui conduit par la RNase H qui dégrade les ARNm cibles. Cette enzyme est ubiquitaire et hydrolyse spécifiquement les brins d’ARN pris dans les hybrides ADN/ARN. Le second mécanisme de régulation peut induire soit des changements conformationnels de l’ARNm, soit l’interruption de l’épissage de l’ARN pré-messager, soit l’interruption du transport de l’ARNm vers le cytoplasme, soit le blocage du ribosome. Ce mécanisme est efficace uniquement si les régions 5’ UTR ou le codon initiateur AUG de l’ARNm sont ciblés par l’antisens (Dias et Stein 2002). 
             
Figure I-58 : Mécanisme des oligodésoxynucléotides anti-sens faisant intervenir la RNase H. 
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Des modifications chimiques sont apportées aux séquences d’ADN pour augmenter leur solubilité, leur stabilité, leur efficacité, leur résistance aux nucléases et leur pénétration dans les cellules (Ravichandran et al. 2004 ; Kurreck 2003). Elles sont apportées soit sur les bases azotées, soit sur le ribose (au niveau du 2’OH), soit sur le phosphate (Figure I-59). Les phosphorothioates sont les premiers ADN antisens utilisés. Le fait de remplacer un oxygène du groupement phosphate par un soufre les rend relativement stables dans la circulation sanguine et ils restent des substrats de la RNase H. Les modifications en 2' du ribose (O-méthyl, fluoro, O-propyl, O-allyl) entraînent l'augmentation de la stabilité des duplex avec l'ARNm et des effets antisens indépendants de la RNase H. Les LNA (Locked Nucleic acid) sont des ADN antisens intéressant in 
vivo car ils sont très stables et résistent aux DNAses de part leur liaison intra-ribose 2’-5’. Les modifications du squelette sont nombreuses, elles ont permis une nouvelle génération : les PNA (Peptide Nucleic Acids) dont le squelette est constitué d'acides aminés et sur lesquelles sont greffées les bases azotées (Koppelhus et Nielsen 2003). Ils sont donc chimiquement plus apparentés aux protéines qu’aux acides nucléiques, mais peuvent former avec les acides nucléiques (ADN ou ARN) des hybrides plus stables que les hybrides nucléiques. Enfin, les modifications chimiques effectuées à plusieurs niveaux de la structure de l’ADN permettent encore d’augmenter l’efficacité de ces molécules. Par exemple, les morpholino sont modifiés au niveau des bases azotées et au niveau du phosphate ce qui leur confère une activité plus efficace que les siRNA. 
 
 
Figure I-59 : Formules des nucléosides modifiés utilisés dans la stratégie anti-sens (d’après 
Kurreck 2003). 
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a.2. Les ribozymes, DNAzymes et aptamères Les ribozymes et les DNAzymes sont respectivement des ARN et des ADN catalytiques (Silverman 2004) capables de s’apparier avec l’ARNm cible et possèdent une activité hydrolase qui leur permet de cliver cet ARN (Bhindi et al. 2006) (Figure I-60). Cette activité est portée par une courte séquence consensus généralement dérivée des ribozymes ; il s’agit de structures tridimensionnelles en forme de tète de marteau (hammerhead) ou d’épingle à cheveux (hairpin). L’avantage de ces molécules est qu’elles fonctionnent suivant un mode catalytique et inactivent définitivement la cible. Il n’y a donc pas intervention d’une enzyme endogène pour réguler l’expression du gène cible et cela leur confère généralement une meilleure efficacité que les oligonucléotides antisens dépendants de la RNase H. Ils peuvent être modifiés chimiquement pour devenir plus stables ou être exprimés par la stratégie des plasmides pour une production en continu ce qui permet encore d’augmenter leur efficacité au niveau de leur cible. Les DNAzymes possèdent encore l’avantage d’être plus stables que les ribozymes du fait que ce soit des ADN.        
Figure I-60 : Mécanisme de régulation de l’expression d’un gène cible par les ribozymes (d’après 
Sullenger et Gilboa 2002).  Les aptamères sont des séquences ADN ou d’ARN issues d’une banque aléatoire d’oligonucléotides qui sont sélectionnés pour leur affinité à un substrat cible. Ils possèdent une structure tridimensionnelle particulière qui leur confère des propriétés de liaison à haute affinité pour leur cible qui peut être une séquence d’ADN, d’ARN ou une protéine (Toulmé et Giegé 1998). La sélection des aptamères suit une succession d’étapes itératives d’amplification et de sélection selon des critères qui permettent d’enrichir progressivement une population de séquences présentant une forte affinité pour une cible (constante de dissociation de l’ordre de 10-6 M) (Jenison et al. 1994). Il s’agit de la technique SELEX qui permet d’obtenir une ou plusieurs séquences portant des motifs présentant une bonne affinité pour la cible.  
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Les aptamères peuvent posséder, comme les ribozymes ou les DNAzymes, une activité catalytique ; ils clivent leur cible et les rendent définitivement inactives. On parle alors d’aptamères à « activité catalytique » ou de « ribozymes artificiels ». Ils sont souvent rencontrés à des fins thérapeutiques pour des maladies virales, génétiques ou cancéreuses. Toujours dans le but d’augmenter l’efficacité de ces molécules, des modifications chimiques, comme celles les oligonucléotides antisens, peuvent être apportées sur les aptamères. De même, les aptamères ARN peuvent être exprimés par la stratégie des plasmides pour une production en continu. La différence majeure entre toutes ces molécules utilisées pour réguler l’expression d’un gène cible est leur manière d’interagir avec leur cible. Généralement, lorsqu’un ARNm est ciblé, l’ARN antisens, le siRNA ou le ribozyme vont interagir avec l’ARNm par des interactions de type Watson-Crick sur des longueurs variables (Figure I-61). La formation de ces hybrides dépend de l’accessibilité de chaque séquence et donc de la structure des ARN. En particulier, le fonctionnement catalytique des ribozymes hammerhead ou hairpin nécessite que le ribozyme soit soumis à de faibles contraintes afin de pouvoir adopter une conformation qui soit compatible avec son activité. Dans le cas des aptamères, les interactions mises en jeu sont complexes et impliquent la reconnaissance entre des motifs structuraux (Figure I-61).   
 
 
 
Figure I-61 : Interaction des ARN inhibiteurs avec leur cible (d’après Bertrand et al 1999). 
 
a.3. L’ARN interférent L’ARN interférent (ARNi) permet une inhibition post transcriptionnelle d’un gène cible par transfert d’un ARN double brin dans les cellules eucaryotes (figure I-62). Ce mécanisme a été décrit en 1998 chez Caenorhabditis elegans par Fire et ses collaborateurs et, il est maintenant retrouvé très conservé à travers les espèces (Fire et al. 1998 ; Hannon et al. 2002). Cela a valu à ses auteurs, A. Fire et Y. Mello, le prix Nobel 2006 en Physiologie et Médecine. Ce phénomène permet d’inactiver spécifiquement de façon temporaire ou non, l’expression d’un gène dérégulé comme c’est le cas dans certains cancers. 
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Figure I-62 : Mécanismes d’action des siRNA et des shRNA dans les cellules eucaryotes (d’après 
Davidson et Paulson 2004).  Les petits ARN interférents (siRNA) synthétiques sont constitués d’une séquence de 19 à 23 paires de bases qui cible spécifiquement le transcrit d’un gène dont la dégradation est recherchée. Après transfert dans les cellules eucaryotes, ils déclenchent directement la formation du complexe RISC (RNA Induced Silencing Complex) qui leur permet de s’hybrider à l’ARNm du gène ciblé et de conduire à sa dégradation (Figure I-62) (Wall et al. 2003). Cette inactivation est transitoire car une partie des siRNA transférés est dégradée (RNases) et une autre est diluée au cours des divisions cellulaires. Le recyclage des siRNA n’a pas encore été montré chez les eucaryotes. Les ARNi ouvrent des perspectives intéressantes en thérapie génique pour inactiver spécifiquement et efficacement la post-transcription de gènes cibles. La possibilité de réguler un oncogène par un ARNi donne des perspectives de traitement (Wall et al. 2003). Il est possible de faire exprimer par des plasmides, des ARN double brin de 22 à 25 nt appelés Short Hairpin RNA (shRNA) puisque ils adoptent la forme d’une épingle à cheveux. Ils sont pris en charge par une machinerie cellulaire, ATP-dépendante à 2 composantes : Dicer (Bernstein et al. 2001) est un complexe enzymatique qui va générer de petits ARN interférents double brins (19-23 pb) à partir des ARNi et leur offrir une configuration particulière leur permettant de s’intégrer dans un second complexe multiprotéique : RISC, dont l’activité hélicase va séparer les 2 brins pour aboutir à une inhibition post-transcriptionnelle du gène cible (Achenbach et al. 2003). 
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a.4. Les micro-ARN  Les micro-ARN (ou miRNA) sont différents des siRNA (développés plus loin dans ce chapitre) car ils sont retrouvés dans les génomes des cellules et sont produits sous forme de simple brin. Il en existe plusieurs centaines qui jouent des rôles de régulateurs post transcriptionnels de gènes impliqués dans les fonctions vitales de différentiation, de prolifération ou d’apoptose de la cellule. L’expression anormale de certains miRNA peut conduire à un processus cancereux (onco-miR), ce sont des oncogènes potentiels mais ils sont aussi impliqués dans des mécanismes comme gènes suppresseurs de tumeur. Leur biosynthèse débute par la transcription de longs précurseurs (pri-miRNA) en forme d’épingle à cheveux qui sont clivés dans le noyau par le complexe Drosha, puis ils sont transportés dans le cytoplasme pour suivre un mécanisme similaire à l’ARN interférence conduisant à l’inhibition de la traduction mais sans dégradation de l’ARNm (Figure I-63).  
 
Figure I-63: Comparaison du mécanisme des siRNA et des miRNA chez les eucaryotes (d’après De 
Fougerolles et al. 2007).  Leurs applications thérapeutiques cherchent à rétablir l’équilibre en miARN dans les cellules. Ils sont exprimés à partir de plasmides soit pour rétablir la fonction perdue en mimant les miARN sous-exprimés soit, pour inhiber l’expression d’un gène dérégulé. 
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b. Les applications Les applications concernant la régulation de l’expression génique sont très nombreuses surtout en recherche fondamentale pour la compréhension de la fonction de gènes. Les applications cliniques sont peu nombreuses mais sont prometteuses.  Concernant les séquences anti-sens, plusieurs ADN anti-sens modifiés comme le Genasens (Genta, USA) et le Vitravene (Isis Pharmaceuticals, USA) sont évalués lors d’essais cliniques  pour le traitement de mélanomes métastatiques ou pour traiter la rétinite à CMV (cytomégalovirus). Ils sont généralement combinés à une chimiothérapie pour une efficacité maximale. Le Genasens (phase clinique III) est dirigé contre le facteur de survie Bcl-2 qui est responsable de la résistance des cellules tumorales à la chimiothérapie. Il s’avère efficace et prometteur pour le traitement de cette pathologie tout comme le Vitravene qui inhibe la réplication du CMV humain et qui est utilisé avec succès chez les patients atteints du VIH. Les siRNA sont aussi étudiés dans des essais cliniques pour cibler spécifiquement le gène du VEGF, son récepteur et l’oncogène p53 impliqués dans la dégénérescence maculaire liée à l’âge. Ils sont également utilisés dans les infections virales liées aux virus de l’hépatite B ou au virus RSV (Respiratoire Syncitial Virus) (Figure I-64).  
 
Figure I-64 : Différents siRNA testés en phases cliniques (d’après Oh et al. 2009).  De nombreux essais prometteurs en termes de thérapies anticancéreuses (Takahashi et al. 2006) et anti-infections virales sont aujourd’hui en phase de développement. Les modalités de délivrance sont diverses et permettent le traitement local mais surtout ciblé de différents tissus (Figure I-65). En effet, elles combinent les siRNA avec des sondes biologiques qui ciblent spécifiquement des cellules à traiter ce qui rend cette thérapie intéressante sur le plan de sa spécificité d’action (Figure I-65). 
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Figure I-65 : Exemples d’utilisation des siRNA et leurs modes de délivrance in vivo (d’après Oh et 
al. 2009). 
 Etant donné la faible stabilité des siRNA dans l’organisme (< à 3 jours), il paraît important de travailler sur un système de délivrance des siRNA sans qu’ils soient dégradés. Une délivrance sous forme de plasmide qui exprime des siRNA en permanence ou sous forme de microsphères (Murata et al. 2008 ; Alexander et al. 2009) qui contiennent les siRNA et permettent leur délivrance lente peuvent être envisagés afin de les délivrer sur une période plus longue. Dans le cas des microsphères, une seule administration dans la vitrée de l’œil, organe privilégié, semble suffisante.  Il apparaît cependant que les tumeurs de part leur environnement particulier (Cf. Chapitre 2.2.2) posent certains problèmes de délivrance, d’efficacité et de biodistribution de ces molécules. Le ciblage spécifique des cellules cibles peut être amélioré par le développement de plateformes moléculaires comme celles utilisées en imagerie de fluorescence pour le ciblage des cellules cancéreuses (Oh et al. 2009). 
 
Le siRNA offre des perspectives thérapeutiques intéressantes notamment dans le cas de 
tumeurs car il s’agit d’un système maîtrisé d’une durée de minimum de 3 jours, évitant de trop 
grandes complications conséquentes aux effets secondaires (Verreault et al. 2009). L’utilisation en 
thérapie requiert cependant encore de nombreux développements technologiques en particulier ceux 
liés à l’administration et à la distribution efficace de ces siRNA au sein des tissus (Walantus et al. 
2007). Ainsi, la compréhension des mécanismes de délivrance tels que celui de l’électroporation 
permettrait d’améliorer considérablement ces deux paramètres clés.  
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II. Objectifs 
     L’imagerie de fluorescence permet de réaliser le suivi spatiotemporel d’événements fluorescents définis dans le temps et l’espace à l’échelle de la cellule, du tissu ou de l’animal vivant. Le développement de son utilisation pour la détection de cellules cancéreuses repose en partie sur la définition de sondes permettant à la fois le ciblage et la détection.    Le premier objectif de mes travaux de thèse concerne donc le développement de sondes tumorales fluorescentes pour le ciblage de cellules cancéreuses dans un organisme vivant. Il s’agit d’un travail pluridisciplinaire en collaboration avec deux équipes de chimistes spécialistes de la synthèse de dendrimères phosphorés (équipe du Dr Majoral) et de fluorochromes (équipe du Dr Blanchard Desce) afin de développer une molécule dite « intelligente » ciblant spécifiquement des cellules cancéreuses et portant des fluorochromes performants pour l’imagerie non invasive. Le cahier des charges établit entre nos trois équipes comporte plusieurs impératifs concernant la molécule candidate : elle doit être fluorescente dans le domaine des longueurs d’ondes du rouge lointain (> 680 nm) ou utilisable en imagerie multiphotonique pour les raisons évoquées dans l’introduction concernant les modalités de l’imagerie de fluorescence dans le proche infra rouge. Elle devra être biocompatible, c’est-à-dire hydrosoluble (pour circuler librement dans l’organisme) et non cytotoxique (surtout pour les cellules saines non ciblées). Nous choisissons de travailler sur des mélanomes murins (B16F10) et des cellules cancéreuses humaines d’ovaires (OVCAR-3) car elles portent des marqueurs tumoraux au niveau de leur membrane plasmique (gp-75 et intégrines α Vβ3) reconnus spécifiquement par un anticorps monoclonal anti-gp75 (B16F10 uniquement) ou par le peptide RGDfK (B16F10 et OVCAR-3). L’assemblage moléculaire des fluorochromes et des marqueurs tumoraux sur les plateformes moléculaires que sont les dendrimères phosphorés, est réalisé par notre laboratoire et celui du Dr Majoral. Puis, nous nous chargeons de tester leur spécificité pour les cellules cancéreuse in vitro et in vivo.    
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Le second axe de mes travaux de thèse a pour objectif d’étudier l’électrotransfert d’un siRNA synthétique in vitro et in vivo dans des cellules cancéreuses par imagerie de fluorescence. Pour cela, nous utilisons un siRNA portant un fluorochrome et dont la séquence nucléotidique cible l’ARN messager de la GFP qui est exprimée constitutivement et de façon stable dans notre modèle cellulaire de mélanomes murins. La régulation de l’expression du gène codant la GFP est analysée in vitro sur la population de cellules par cytométrie de flux et in vivo par imagerie de fluorescence du petit animal. Le transfert du siRNA par électroperméabilisation des cellules tumorales est étudié à l’échelle de la cellule unique par imagerie de fluorescence afin de mettre en place un mécanisme in vitro. In vivo, la localisation cellulaire et la distribution du siRNA dans les tumeurs sont également étudiées par imagerie de fluorescence afin d’évaluer l’efficacité de la méthode utilisée. Enfin, des siRNA à visée thérapeutique anticancéreuse seront testés et leurs effets sur la croissance et l’angiogenèse tumorales seront suivis au sein d’animaux vivants par imagerie intravitale de fluorescence.  
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Partie 1 : Développement d’une molécule « intelligente » en imagerie de 
fluorescence pour la cancérologie : Les BioDendriDots 
 
 Cette première partie de mes travaux de thèse a pour objectif de développer un dendrimère fonctionnel pour le ciblage et la visualisation de cellules cancéreuses par imagerie de fluorescence non invasive. Ce projet a été réalisé en collaboration avec l’équipe du Dr Majoral de Toulouse qui maitrise la synthèse de dendrimères phosphorés et avec l’équipe du Dr Blanchard-Desce de Rennes spécialiste des molécules fluorescentes excitables en mode multiphotonique.  La molécule idéale pour une telle application doit donc posséder certaines propriétés :  - elle doit posséder des propriétés de fluorescence dans le domaine du proche infrarouge pour une imagerie non invasive (Cf. Introduction Bibliographique) - sa fluorescence doit être stable en milieu aqueux  - elle doit être hydrosoluble pour une biocompatibilité avec le vivant (cellules et organisme) - elle doit être stable chimiquement et ne pas se dégrader avec le temps Dans un premier temps, nous avons donc testé trois dendrimères fluorescents afin de déterminer un candidat utilisable in vivo.  Ensuite, deux stratégies ont été envisagées dans le but d’obtenir un dendrimère fluorescent et fonctionnalisé par une sonde reconnaissant les cellules tumorales. Nous avons tenté de greffer plusieurs fluorochromes et, soit un anticorps, soit un peptide ciblant des cellules cancéreuses sur deux dendrimères différents.  Enfin, nous avons testé plusieurs dendrimères fluorescents et utilisables en imagerie multiphotonique afin de déterminer un candidat utilisable in vivo.  
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Résultats - Partie 1
1. Etude de dendrimères fluorescents Trois dendrimères fluorescents et potentiellement fonctionnalisables avec des sondes reconnaissant les cellules tumorales ont été synthétisés par l’équipe du Dr Majoral. Ils présentent des propriétés de fluorescence dans les longueurs d’onde du rouge et du rouge lointain et sont donc des candidats intéressants pour une utilisation in vivo. Cependant, avant une administration 
in vivo, il faut tester leur hydrosolubilité et vérifier que leurs caractéristiques spectrales en milieu aqueux ne sont pas altérées. Ensuite, il s’agira de tester leur cytotoxicité. 
 
1.1. Le dendrimère Gc1-Rhodamine a. Structure du dendrimère Le dendrimère Gc1-Rhodamine (YW-75) est de nature très hydrophobe car il porte des 12 monomères rhodamines à sa surface. Il est donc insoluble dans l’eau et est solubilisé dans du DMSO puis utilisé dilué à 10 % dans les solutions aqueuses comme le milieu de culture des cellules. C’est un dendrimère de 1ère génération comportant 12 branches se terminant par des rhodamines (Figure III-1). Ces molécules fluorescentes ont été synthétisées par l’équipe du Dr Majoral tout comme le dendrimère dont la synthèse est de type divergente. Le cœur P3N3 est greffé à 6 branches puis les monomères de rhodamine B sont greffés. Il y a donc 2 rhodamines par branche.      
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure III-1 : Formule chimique développée du dendrimère Gc1-Rhodamine. 
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b. Propriétés spectrales  La caractérisation spectrale du dendrimère Gc1-Rhodamine a été réalisée par l’équipe du Dr Majoral en milieu organique (DMSO) car ce dendrimère est insoluble dans l’eau étant donné sa structure chimique. Il forme des agrégats en solution aqueuse ne permettant pas les mesures en spectrophotométrie. Ce dendrimère absorbe la lumière à 562 nm comme le monomère rhodamine B cependant, son coefficient d’extinction molaire est de 8559 M-1.cm-1 contre environ 105 000 M-1.cm-1 pour le monomère. Lorsqu’il est excité à une longueur d’onde de 562 nm, il émet de la fluorescence à 582 nm (Figure III-2A et B). Cependant, son rendement quantique de fluorescence est nettement diminué par rapport au rendement quantique de fluorescence du monomère rhodamine B (Figure III-2B). Il est de 3,6 % en milieu organique contre environ 50 % pour le monomère rhodamine B.    
 
Figure III-2 : Caractérisation spectrale du dendrimère Gc1-Rhodamine en milieu organique (DMSO). (A) Spectre d’absorption (λmax = 562 nm) et (B) spectre d’émission (λmax = 582 nm) du dendrimère Gc1-Rhodamine et de la rhodamine (données fournies par Yiqian Wei, Doctorante de l’équipe du Dr Majoral, LCC Toulouse).  La diminution du coefficient d’extinction molaire du dendrimère par rapport au monomère rhodamine B semble montrer un changement structural qui s’opère lorsque les monomères sont greffés sur le dendrimère. De plus, le dendrimère perd les propriétés de fluorescence initiales des rhodamines B. Une réaction de cyclisation de la rhodamine se produit quand la rhodamine est greffée au sein du dendrimère car la fonction amine secondaire du bras du dendrimère réagit avec un carbone du cycle central de la rhodamine et forme un nouveau cycle aromatique (Figures III-3) (Adamczyk et al. 2003; Shiraishi et al. 2007). La forme cyclisée de la rhodamine au sein du dendrimère n’est pas fluorescente car il a une perte d’électrons П délocalisés au niveau du cycle aromatique réagissant. 
A B 
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Figure III-3 : Cyclisation de la rhodamine au sein du dendrimère Gc1-Rhodamine. (A) Réaction de cyclisation de la rhodamine. (B) Formule développée du dendrimère Gc1-Rhodamine sous sa forme cyclisée (données fournies par Yiqian Wei, Doctorante de l’équipe du Dr Majoral, LCC Toulouse). 
 
A 
B 
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Etant donné que ce dendrimère est insoluble en milieu aqueux et qu’il n’est pas fluorescent, 
nous n’envisageons pas son utilisation in vivo. Cependant, la viabilité cellulaire en présence du 
dendrimère a tout de même été déterminée. 
 c. Viabilité cellulaire Le but de cette expérience est de déterminer la cytotoxicité du dendrimère Gc1-Rhodamine dissout dans du DMSO puis dilué dans le milieu de culture.  Les cellules sont incubées en présence d’une quantité croissante en dendrimère ou de DMSO dans leur milieu de culture pendant 24 h. Leur viabilité est déterminée par le test de numération cellulaire MTT (bromure de 3-(4,5-diméthylthiazol-2-yl)-2,5-diphényl tétrazolium) qui met en évidence l’activité métabolique d’une cellule. La diminution de la viabilité cellulaire est corrélée à la quantité de DMSO présente dans le milieu de culture puisque le dendrimère doit être impérativement dissout dans du DMSO puis solubilisé en milieu aqueux. Les mêmes quantités de DMSO ont été utilisées en présence et en absence d’une concentration croissante en dendrimère.  Il apparaît que le DMSO est toxique pour les cellules B16F10 lorsqu’il est présent à des pourcentages supérieurs à 5 % dans le milieu de culture. Il inhibe de 50 % la viabilité des cellules B16F10 lorsqu’il est présent à 5 % dans le milieu de culture (Figure III-4A). Ceci est en accord avec les techniques de biologie cellulaire qui l’utilisent généralement à 10 % final avec les cellules dans un but cryoprotecteur ou antioxydant, mais il est aussi utilisé pour marquer les protéines ou acides nucléiques et est placé en présence des cellules à moins de 10 % final.  Il semblerait que le dendrimère Gc1-rhodamine n’accroit pas la toxicité du DMSO (Figure III-4B). On détermine une IC50 d’environ 2 µM en présence de 5 % de DMSO (valeur obtenue sans dendrimère).         
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Figure III-4 : (A) Viabilité des cellules B16F10 en présence de DMSO et (B) en présence du dendrimère Gc1-Rhodamine dissout dans le DMSO puis, dilué dans le milieu de culture. Les mêmes quantités de DMSO croissantes sont utilisées avec et sans dendrimère pour chaque point.  
Le dendrimère Gc1-rhodamine n’est pas toxique pour les cellules étudiées mais étant donné 
qu’il perd sa fluorescence rapidement au cours du temps, son utilisation in vivo n’est pas envisagée.  
 
 
1.2 Le dendrimère Gc1-Pérylène  a. Formule développée  Le dendrimère Gc1-Pérylène (YW-101) comporte 10 extrémités pérylènes lui conférant des propriétés de fluorescence dans le domaine des longueurs d’onde du rouge lointain. C’est un dendrimère de 1ère génération pouvant être fonctionnalisé par un anticorps car il comporte également une branche avec une extrémité acide carboxylique pouvant réagir avec les amines des anticorps (Figure III-5). Ce dendrimère est très hydrophobe étant donné sa structure chimique, il est donc insoluble en milieu aqueux et nécessite d’être dissout dans un solvant organique avant d’être dilué en milieu aqueux.  Sa synthèse a été réalisée de manière divergente. Le cœur P3N3 est tout d’abord greffé à un bras portant l’extrémité acide carboxylique puis, 5 branches y sont greffées acceptant chacune 2 monomères pérylènes. Les monomères ont été synthétisés par l’équipe du Dr Majoral tout comme le dendrimère.  
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Figure III-5 : Formule chimique développée du dendrimère Gc1-Pérylène.   b. Propriétés spectrales Ces travaux de caractérisation du dendrimère ont été réalisés par l’équipe du Dr Majoral du LCC. Les monomères pérylènes greffés sur le dendrimère sont insolubles dans l’eau, les mesures de spectrophotométrie et de spectrofluorométrie ont été réalisées dans du chloroforme par le laboratoire du Dr Majoral. Les Pérylènes absorbent la lumière à 688 nm et possèdent des propriétés de fluorescence intéressantes en milieu organique : exc. 688 nm, ém. 731 nm (Figure III-6A et B). Ces monomères ont un coefficient d’extinction molaire de 30270 M-1.cm-1 et un rendement quantique de 25 %. Lorsqu’ils sont greffés sur le dendrimère, le complexe absorbe la lumière à 700 nm et possède un coefficient d’extinction molaire de 215 000 M-1.cm-1 (Figure III-6C). Cependant, son rendement quantique de fluorescence est quasi nul, 4 % (donnée fournie par Yiqian Wei, équipe du Dr Majoral). 
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Figure III-6 : Caractéristiques spectrales des monomères pérylènes et du dendrimère Gc1-Pérylène. (A) Mesure des coefficients d’extinction molaire des monomères pérylènes en fonction de la longueur d’onde d’absorption (dans du chloroforme). (B) Mesure de l’émission de fluorescence des monomères pérylènes en fonction des longueurs d’onde (excitation à 688 nm) (dans du chloroforme). (C) Mesure des coefficients d’extinction molaire du dendrimère Gc1-pérylène en fonction de la longueur d’onde d’absorption et pour différents solvants (mélanges eau/THF). (D) Détermination des rendements quantiques de fluorescence du dendrimère dans un mélange eau-THF (données fournies par Yiqian Wei, Doctorante de l’équipe du Dr Majoral, LCC Toulouse).  
Lorsque les pérylènes sont greffés sur le dendrimèrè ceci permet d’augmenter d’un facteur 7 le 
coefficient d’extinction molaire du complexe par rapport aux monomères pérylènes. Cependant, le 
dendrimère perd les propriétés initiales de fluorescence des monomères. Il semblerait que ce 
phénomène soit dû à une interaction forte entre les monomères pérylènes au sein du dendrimère qui 
créée une inhibition ou « quenching » de la fluorescence. 
Un troisième dendrimère fluorescent comportant un fluorochrome au cœur est finalement 
testé. 
A              Absorbance B          Emission de fluorescence 
C   Absorbance D 
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1.3. Le Dendrimère Gc3-Phtalocyanine-N+  a. Structure du dendrimère Le dendrimère Gc3-Phtalocyanine-N+ (APQ-044) est constitué d’un cœur phtalocyanine fluorescent et de 64 fonctions amines tertiaires terminales (Leclaire et al. 2005) (Figure III-7). C’est un dendrimère de 3ème génération qui est donc chargé positivement ce qui lui confère la propriété d’hydrosolubilité. Il est donc directement dissout dans du tampon PBS contrairement aux deux dendrimères précédemment testés. Ce dendrimère est synthétisé de manière divergente (Dufès et al. 2005). Le cœur phtalocyanine est couplé à 8 bras pour former la première génération puis, leur croissance est réalisée afin d’obtenir des dendrimères de 3ème génération. Finalement, le dendrimère est greffé à des fonctions amines tertiaires afin de donner un dendron à 64 charges positives. 
 
Figure III-7 : Formule chimique développée du dendrimère Gc3-Phtalocyanine-N+. Son poids moléculaire est de 22040 Da.   
Le dendrimère Gc3-Phtalocyanine-N+ est hydrosoluble ce qui apparaît intéressant pour notre 
étude. Cependant, sa caractérisation spectrale a essentiellement été réalisée en milieu organique 
(Leclaire et al. 2005) et nécessite donc d’être étudiée en milieu aqueux pour notre application in vivo.   b. Caractérisation spectrale  Le dendrimère Gc3-Phtalocyanine-N+ présente des propriétés spectrales dans les longueurs d’ondes du rouge lointain en milieu organique (Leclaire et al. 2005). Le dendrimère est directement dissout dans du PBS pH 7,4 et ses spectres d’absorbance et de fluorescence sont déterminés grâce à un spectrophotométre et un spectrofluorimétre.  
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Ce dendrimère absorbe la lumière à ~300 et 680 nm (Figure III-8A). Le premier pic à ~300 nm correspond à l’absorption de la phtalocyanine et des groupements aryl contenus dans le squelette du dendrimère (Leclaire et al. 2005). Le second pic à 680 nm correspond à l’absorption de la lumière par la phtalocyanine et plus exactement à la transition électronique S0-S1 des électrons П des cycles aromatiques la constituant.  Les spectres d’excitation et d’émission montrent des pics avec des maximums à 680 nm et à 715 nm respectivement (Figure III-8B). Les pics à 620 et 650 nm du spectre d’excitation correspondent à des pics secondaires d’excitation du dendrimère. En effet, si la préparation est excitée à ces longueurs d’onde, on ne détecte qu’un seul pic à l’émission à 715 nm. Une seule espèce en solution semble donc être détectée.     
 
 
 
 
 
Figure III-8 : Caractérisation spectrale du dendrimère Gc3-Phtalocyanine-N+ en solution aqueuse. (A) Spectre d’absorbance du dendrimère. (B) Spectres d’excitation et d’émission du dendrimère. 
 
Les caractéristiques spectrales du dendrimère Gc3-Phtalocyanine-N+ en milieu aqueux 
correspondent aux exigences de notre projet malgré un faible rendement quantique de fluorescence 
de 3,4% dans l’eau (donnée du Dr Plata Quintana Anna, équipe du Dr Majoral, LCC Toulouse). Nous 
avons donc décidé de poursuivre l’étude en testant sa cytotoxicité vis-à-vis de cellules cancéreuses et 
non cancéreuses. 
 c. Viabilité cellulaire  Le but de cette expérience est de déterminer la cytotoxicité du dendrimère Gc3-Phtalocyanine-N+ dilué dans le milieu de culture vis-à-vis des cellules cancéreuses B16F10 et LPB et des cellules fibroblastiques NIH 3T3.  Les cellules B16F10 et NIH 3T3 sont incubées 24 h à 37 °C en présence d’une quantité croissante en dendrimère dans leur milieu de culture puis un test MTT est réalisé afin de déterminer sa toxicité.  
A B 
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Les concentrations en dendrimère diminuant de moitié la viabilité des cellules cancéreuses et des cellules fibroblastiques (IC50) sont équivalentes pour les deux types cellulaires. Elle est de 3 µM pour les cellules B16F10 et de 4,5 µM pour les cellules NIH 3T3.  
 
Figure III-9 : Viabilité des cellules B16F10 et NIH 3T3 en présence du dendrimère Gc3-Phtalocyanine-N+. Le pourcentage de cellules viables est représenté en fonction de la concentration en dendrimère. Le test MTT est révélé 24 h après la mise en présence du dendrimère avec les cellules. (n = 3 ; barres d’erreur = DS). 
 
Le dendrimère Gc3-Phtalocyanine-N+ présente une cytotoxicité non négligeable vis-à-vis des 
cellules saines et des cellules cancéreuses. Nous avons donc cherché à comprendre pourquoi, en 
visualisant les cellules en sa présence.  d. Visualisation du dendrimère Gc3-Phtalocyanine-N+ en présence de cellules Le dendrimère Gc3-Phtalocyanine-N+ étant fluorescent, nous souhaitons le visualiser en présence de cellules par microscopie de fluorescence afin de comprendre son comportement vis-à-vis des cellules et sa cytotoxicité. Les cellules B16F10 et NIH 3T3 adhérentes à des lamelles de microscopie sont mises en présence du dendrimère Gc3-Phtalocyanine-N+ à différentes concentrations dans le milieu de culture. Après 15 min ou 24 h d’incubation à 37 °C, les cellules sont observées au microscope de fluorescence à champ large afin de visualiser les cellules en présence du dendrimère.  On visualise un changement de morphologie cellulaire dès 15 min d’incubation dû au dendrimère pour une concentration égale à celle inhibant 50 % de la viabilité cellulaire (5 µM). Les membranes des cellules sont endommagées, leurs contours sont irréguliers et leur noyau grossit anormalement (Figures III-10). Les mêmes observations sont faites pour des concentrations en dendrimère inférieures à 5 µM mais la fluorescence du dendrimère est faible et sa localisation est difficile à définir. 
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Sur la figure III-10, il apparaît que le dendrimère se localise, pour les deux types cellulaires testés, au niveau des membranes cellulaires et de façon ponctiforme dans le cytoplasme dès 15 min d’incubation. Un signal de fluorescence correspondant au dendrimère est détecté avec un temps d’exposition relativement long de 5 s pour une concentration de 5 µM.   
      
Figure III-10 : Visualisation du dendrimère Gc3-Phtalocyanine-N+ fluorescent en présence des cellules B16F10 (A) et NIH 3T3 (B) par microscopie de fluorescence champ large. Des images sont acquises en contraste de phase (CP) afin de repérer les cellules et en fluorescence afin de localiser le dendrimère (filtre CY5.5) présent à 5 µM dans le milieu de culture. Un objectif X63 à immersion est utilisé. 
 
La localisation membranaire du dendrimère Gc3-Phtalocyanine-N+ et les déformations 
cellulaires montrent que ce type de dendrimère interagit avec les membranes cellulaires et perturbe 
l’intégrité des cellules. Une hypothèse serait que les charges positives en surface des dendrimères lui 
permettent d’interagir avec les membranes cellulaires globalement chargées négativement. Ces 
interactions semblent être relativement fortes et pourraient créer un stress cellulaire.  
 f. Bio-distribution du dendrimère Gc3-Phtalocyanine-N+ chez la souris Malgré la cytotoxicité relative du dendrimère Gc3-Phtalocyanine-N+, nous l’avons injecté à faible dose par voie intraveineuse (iv) à une souris Nude afin de déterminer sa biodistribution en imagerie de fluorescence non invasive. Le dendrimère est injecté en iv (dans le sinus rétro-orbital) de façon à avoir une concentration finale dans la circulation sanguine proche de 5 µM (injection de 100 µL d’une solution à 90 µM). 24 h après l’injection du dendrimère, la souris est anesthésiée et observée au stéréomicroscope de fluorescence afin de le localiser.  
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Le dendrimère n’est pas détectable à travers la peau de la souris Nude car aucun signal n’a été détecté au niveau de l’abdomen ou du dos de la souris. Après sacrifice de la souris, ses organes sont prélevés puis observés au stéréomicroscope de fluorescence et comparés à ceux d’une souris Nude non traitée par le dendrimère. Ce dernier est alors détecté au niveau du foie, des poumons, des reins et de la rate (Figure III-11). Un temps d’acquisition de 5 s est nécessaire pour observer un signal dans les organes ex vivo.   
 
Figure III-11 : Biodistribution du dendrimère Gc3-Phtalocyanine-N+ dans les organes d’une souris Nude. Le dendrimère fluorescent est injecté en iv à une souris Nude (5 µM final). 24 h après l’injection, la souris est sacrifiée et ses organes sont prélevés et visualisés au stéréomicroscope de fluorescence équipé d’un jeu de filtres sélectionnant à la fluorescence correspondant au dendrimère (λexc. à 665 nm ± 45 ; λém. à 725 nm ± 50). Des grossissements X0,8 et X2 sont utilisés et les images acquises sont comparées à celles d’organes d’une souris Nude n’ayant pas reçu le dendrimère. Le temps d’acquisition des images est de 5 s. 
 
L’objectif de ces travaux étant de visualiser de manière non invasive un phénomène biologique 
in vivo, le dendrimère Gc3-Phtalocyanine-N+ a donc été exclu puisque son rendement quantique de 
fluorescence est faible et ne permet pas une utilisation in vivo. 
Cependant, d’un point de vue fondamental il nous est apparu important de comprendre et 
d’étudier l’effet de la nature des charges portées par les dendrimères sur la viabilité cellulaire en 
testant des dendrimères cationiques, anioniques et neutres.  
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2. Viabilité cellulaire en présence de dendrimères cationique, 
anionique ou neutre Le dendrimère cationique Gc3-Phtalocyanine-N+ apparaît toxique pour les cellules en culture. Il apparait donc nécessaire de déterminer si la nature des charges portées par les dendrimères est à l’origine de cette cytotoxicité en testant un dendrimère cationique phosphoré non fluorescent, un dendrimère phosphoré anionique et des dendrimères phosphorés portant des PEG à leur surface (dendrimères neutres).  
2.1. Dendrimère cationique : Gc3-N+  a. Structure du dendrimère Le dendrimère Gc1-N+ est structuralement homologue au dendrimère Gc3- phtalocyanine-N+, le cœur phtalocyanine fluorescent est remplacé par un cœur P3N3 permettant sa croissance à partir de 6 bras. C’est également un dendrimère de 3ème génération qui est chargé positivement par le greffage terminal de 48 fonctions amines tertiaires (Figure III-12). Ce dendrimère est hydrosoluble ; il est donc dissout directement dans du tampon PBS. Il est synthétisé de manière divergente tout comme le dendrimère Gc3-Phtalocyanine-N+.  
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Figure III-12 : Formule chimique développée du dendrimère Gc3N+ de masse molaire de 19725 Da.   
 b. Viabilité cellulaire et visualisation d’un changement morphologique des cellules Le but de cette étude est de déterminer la cytotoxicité d’un dendrimère portant les mêmes fonctions cationiques terminales que le dendrimère Gc3-Phtalocyanine-N+ car nous pensons que leur cytotoxicité peut être due aux charges qu’ils portent. Les cellules cancéreuses B16F10 et les cellules fibroblastes NIH 3T3 sont incubées 24 h à 37 °C en présence d’une quantité croissante en dendrimère dans leur milieu de culture puis un test MTT est réalisé afin de déterminer sa toxicité.  Il apparaît que ce dendrimère inhibe de 50 % la viabilité des cellules saines et des cellules cancéreuses étudiées pour des concentrations voisines de l’ordre du µM (Figure III-13). La concentration en dendrimère diminuant de moitié la viabilité cellulaire est de 2,3 µM pour les cellules B16F10 et de 0,5 µM pour les cellules NIH 3T3. 
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 Figure III-13 : Viabilité des cellules B16F10 et NIH 3T3 en présence du dendrimère Gc3-N+. Le pourcentage de cellules viables est représenté en fonction de la concentration en dendrimère. Le test MTT est révélé 24 h après la mise en présence du dendrimère avec les cellules. (n = 3 ; barres d’erreur = DS).  Ce dendrimère cationique inhibe la viabilité des cellules saines et des cellules cancéreuses à des concentrations, de l’ordre du µg, similaires à celles déterminées en présence du dendrimère Gc3-Phtalocyanine-N+. Nous souhaitons donc déterminer si, comme pour le dendrimère Gc3-Phtalocyanine-N+, en sa présence, les cellules subissent un changement morphologique.  Les cellules B16F10 et NIH 3T3 adhérentes à des lamelles de microscopie sont donc mises en présence du dendrimère Gc3-N+ à différentes concentrations dans le milieu de culture. Après 24 h d’incubation, les cellules sont observées au microscope de fluorescence à champ large afin de visualiser un changement morphologique des cellules.  Il apparaît que pour une concentration en dendrimère de 3 µM, les membranes des cellules B16F10 et NIH 3T3 sont endommagées, leurs contours sont irréguliers et leur noyau grossit anormalement (Figure III-14).  
 
 
 
 
Figure III-14 : Observation au microscope d’un changement de morphologie des cellules B16F10 et NIH 3T3 mises en présence du dendrimère Gc3-N+ (images acquises en contraste de phase). Les cellules sont incubées 24 h avec le dendrimère à une concentration de 3 µM dans le milieu de culture puis elles sont observées au microscope en contraste de phase avec un objectif X63 à immersion. 
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Le dendrimère Gc3-N+ présente une cytotoxicité non négligeable vis-à-vis des cellules saines 
et des cellules cancéreuses tout comme le dendrimère Gc3-phtalocyanine-N+. Il semblerait que ce soit 
ses charges positives à sa surface qui lui permettent d’interagir avec les membranes cellulaires 
chargées négativement tout comme le dendrimère Gc3-phtalocyanine-N+.  
Nous avons donc voulu mettre en évidence des interactions membranaires avec des 
polymères cationiques (Hill et al. 1999 ; Wang et al. 2009) produisant un stress oxydatif des cellules.  
 c. Etude de la production d’espèces oxygénées réactives en présence des dendrimères cationiques Un stress oxydatif est généralement produit lorsque des polymères cationiques interagissent fortement avec les membranes des cellules (Hill et al. 1999 ; Wang et al. 2009). Il s’agit d’une production accrue d’espèces oxygénées réactives (ROS) produites par les cellules lors d’une agression extérieure. Ces espèces sont des radicaux oxygénés comme l’ion superoxyde O2-, hydroxyle OH⋅, péroxyde ROO⋅ et des composés comme le péroxyde d’hydrogène H2O2, le monoxyde d’azote NO⋅... Quand le mécanisme cellulaire de détoxification des ROS est saturé, ceux-ci deviennent toxiques pour les cellules. Cette expérience a pour objectif de déterminer si les dendrimères cationiques provoquent un stress oxydatif se manifestant par la production de ROS par les cellules.  La production de ROS en présence des dendrimères cationiques est mesurée par chimiluminescence. En présence de péroxyde d’hydrogène, la lucigénine réagit et produit des photons détectables par un luminomètre. Tous les contrôles préalables ont été réalisés : milieu de culture complet + lucigénine (luc) ; milieu de culture + dendrimère à 100 mg/mL + luc ; cellules + milieu de culture + luc ; cellules + PBS + luc.  Les résultats montrent que la quantité de lumière produite augmente avec la concentration en dendrimère. La production de ROS augmente donc avec la concentration en dendrimère et cela, pour les deux types cellulaires étudiés (Figure III-15). Cette observation est faite pour les deux dendrimères cationiques et il ne semble pas avoir de différence de production de ROS entre ces deux dendrimères testés.     
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Figure III-15 : Mesures de la production de ROS par les cellules B16F10 (A) et NIH 3T3 (B) en présence des dendrimères Gc3-Phtalocyanine-N+ (noté APQ-044) et Gc3-N+. Il s’agit de mesures effectuées avec un luminomètre en présence de lucigénine qui réagit avec les radicaux oxygénés produits par les cellules en fonction de la concentration en dendrimère. (n = 2). 
 
Les cellules cancéreuses et non cancéreuses produisent des ROS en présence des deux 
dendrimères cationiques étudiés. Cela reflète un stress oxydatif des cellules qui est produit par les 
fortes interactions des dendrimères cationiques avec les membranes cellulaires. 
 
2.2. Dendrimères anioniques et neutres  a. Structures des dendrimères Un dendrimère anionique noté Gc1-julolidine issu d’une autre étude (Poupot et al. 2006) a été fournit afin de comparer sa cytotoxicité avec celle des dendrimères cationiques. C’est un dendrimère phosphoré fluorescent possédant une julolidine greffée sur une de ses branches partant directement du cœur (Figure III-16A). Ses propriétés de fluorescence n’ont pas été étudiées car elles ne correspondent pas au domaine de longueurs d’onde recherché (Poupot et al. 2006). C’est un dendrimère de 1ère génération portant 10 branches se terminant par des fonctions phosphorées lui conférant des charges négatives.  Deux dendrimères phosphorés neutres ont été synthétisés ; un de 1ère (Gc1-PEG ; Figure III-16B) et un autre de 4ème génération (Gc4-PEG ; Figure III-16C). Ils portent des PEG à leur surface dans le but de les solubiliser dans l’eau et de ne leur conférer aucune charge (Figure III-16B et C).  Ces trois dendrimères sont synthétisés de manière divergente débutant par le greffage d’un cœur P3N3 avec 6 branches. Ensuite, ils sont greffés, soit à des PEG, soit à des fonctions phosphorées. Le dendrimère anionique portant une julolidine directement greffée sur le cœur, la synthèse débute par son greffage puis se poursuit par le greffage des 5 autres branches au niveau du cœur. 
µM µM 
A B 
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Figure III-16 : Formules chimiques développées du dendrimère anionique Gc1-Julolidine (A), des dendrimères neutres de première (B) et de quatrième génération (C).  
A. Gc1-julolidine 
C. Gc4-PEG 
MW: 91185.5  
B. Gc1-PEG 
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b. Viabilité cellulaire Le but de cette étude est de déterminer la cytotoxicité de dendrimères neutres portant des PEG et un dendrimère anionique portant des fonctions anioniques en périphérie et de la comparer à celle des dendrimères cationiques. La viabilité des cellules en présence des deux types de dendrimères est réalisée par le test MTT. Le dendrimère anionique diminue de moitié la viabilité des cellules cancéreuses et saines pour des concentrations similaires et d’environ 120 µM (Figure III-17A). Pour les deux dendrimères neutres, Gc1-PEG (Figure III-17B) et Gc4-PEG (Figure III-17C), la viabilité des cellules est équivalent quelque soit le type cellulaire et est inhibée à 50 % pour des concentrations supérieures à 100 µM.   
          
 
 
 
 
Figure III-17 : Viabilité des cellules B16F10, NIH 3T3 et CHO en présence du dendrimère anionique Gc1-julolidine (A) et en présence des dendrimères neutres Gc1-PEG (B) et Gc4-PEG (C). Il s’agit d’un test MTT réalisé 24 h après l’incubation des cellules B16F10 en présence des différents dendrimères. (n = 3 ; barres d’erreur = DS). 
Concentration (µM) 
Concentration (µM) 
A Gc1-Julolidine 
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La nature des charges portées à la surface des dendrimères influence donc leur cytotoxicité. 
Les dendrimères neutres portant des PEG en surface ou les dendrimères anioniques ne sont 
quasiment pas toxiques pour les cellules saines et les cellules cancéreuses en comparaison avec les 
dendrimères cationiques. Il semble donc intéressant de s’inspirer de leur structure chimique pour 
déterminer un candidat potentiellement utilisable in vivo en imagerie. 
 
3. Greffages de fluorochromes et de sondes biologiques sur des 
dendrimères phosphorés 
 Lors de nos études précédentes, outre le problème de solubilité et de toxicité, le rendement quantique de fluorescence des dendrimères était trop faible pour une utilisation in vivo. Nous avons donc cherché à augmenter le signal de fluorescence associé à chaque particule en greffant plusieurs fluorochromes par dendrimère. Deux stratégies ont été envisagées, soit le dendrimère fluorescent est greffé sur un anticorps (Greffage 1) soit, il est greffé à plusieurs peptides RGD (Greffage 2). Cette deuxième stratégie permet également d’augmenter la spécificité des dendrimères en greffant plusieurs sondes reconnaissant les cellules en surface. 
 
3.1. Greffage1 : Gc1-SH10-COOH a. Stratégie Cette stratégie consiste à greffer un dendrimère portant plusieurs fluorochromes sur un anticorps (Figure III-18B) dans le but d’améliorer sa détection par rapport à un anticorps simplement greffé à plusieurs marqueurs fluorescents commerciaux (Figure III-18A).     
Figure III-18 : (A) Anticorps marqué avec un fluorochrome commercial. (B) Anticorps marqué avec le dendrimère.    Nous avons choisi de travailler sur le modèle des mélanomes murins B16F10 GFP qui expriment l’antigène tumoral gp75 reconnu par l‘anticorps monoclonal anti-gp75 produit par l’hybridome TA99. En parallèle, nous utilisons les cellules cancéreuses LPB comme control négatif de nos expériences car elles n’expriment pas la gp75.  
A 
B A 
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Un dendrimère de 1ère génération comportant 10 branches avec des extrémités thiol et 1 branche avec une extrémité acide carboxylique a été synthétisé dans le but de greffer respectivement plusieurs fluorochromes commerciaux sur les extrémités thiol et un anticorps sur l’acide carboxylique (Figure III-19). Ce dendrimère a été synthétisé de manière divergente ; le cœur P3N3 comportant 6 branches a été tout d’abord greffé avec un bras portant la fonction acide carboxylique à son extrémité. Puis, la croissance du dendrimère a été menée sur une génération et des fonctions cycliques soufrées ont enfin été greffées sur les 10 branches générées. Ces dernières, une fois réduites, donnent chacune 2 fonctions thiols ; le dendrimère peut donc accepter 20 fluorochromes de type maléimide (AlexaFluor 680). 
 
Figure III-19 : Formule chimique développée du dendrimère Gc1-SH10-COOH (4800 Da). Ce dendrimère de 1ère génération comporte 10 branches à extrémités thiol (en rouge) qui peuvent réagir avec des fluorochromes commerciaux de type AlexaFluor 680 maléimide et 1 branche à extrémité acide carboxylique (en bleu) qui peut réagir avec les fonctions amines des résidus d’acides aminés de l’anticorps.  Le dendrimère Gc1-SH10-COOH est insoluble en milieu aqueux et est très peu soluble en milieu organique (particules en suspension, solution laiteuse) mais nous pensons qu’en le greffant aux fluorochromes et/ou à l’anticorps, il deviendra hydrosoluble.      
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b.Analyse du greffage Dans un premier temps, le dendrimère est greffé à 5 (noté Dendrimer5Alexa) ou 10 (noté Dendrimer10Alexa) fluorochromes commerciaux de type AlexaFluor 680 maléimide. Cette première étape de greffage a ensuite nécessité une purification des solutions par gel filtration afin d’éliminer les fluorochromes et les dendrimères non greffés.  Les solutions comprenant les complexes sont finalement lyophilisées afin de changer de solvant (DMF) et pour être mises en réaction avec l’anticorps sur une nuit. 10 équivalents molaires de chaque complexe (Dendrimer5Alexa et Dendrimer10Alexa) ont été placés en présence d’1 équivalent molaire d’anticorps en prenant toujours la précaution de n’ajouter que 10 % de DMF dans la solution d’anticorps lors de l’ajout des complexes. Les solutions obtenues après ce greffage final sont purifiées par ultrafiltration, dosées et déposées sur un gel SDS PAGE (15 µg/piste) qui est observé en fluorescence puis coloré au Bleu de Coomassie afin de repérer respectivement les fluorochromes AlexaFluor 680 et l’anticorps (Figure III-20). Il apparaît que les bandes protéiques pistes 2, 4 et 7 correspondant à l’anticorps sont bien fluorescentes et caractéristiques d’un greffage réussit puisque le gel est réalisé en conditions dénaturantes. Cependant, durant cette étape, nous avons rencontré des difficultés pour dénaturer complètement l’anticorps monoclonal anti-gp75. En effet, des bandes protéiques >170 kDa sont observées sur le gel (Figure III-20) pistes 1, 2 et 4 alors que nous aurions dû observer 2 bandes correspondant aux chaines légères (25 kDa) et aux chaines lourdes (50 kDa) de l’IgG comme c’est le cas pour l’anticorps control (noté Ctl) pistes 6 et 7. 
  
 
 
Pistes n° : 
 
 
 
 
 
 
 
Figure III-20 : Analyse du greffage de l’anticorps avec le dendrimère portant 5 ou 10 fluorochromes commerciaux AlexaFluor680 après purification par ultrafiltration. 15 µg d’anticorps (de chaque filtrats et rétentats obtenus après purification par ultrafiltration) sont déposés sur le gel SDS PAGE qui est observé en fluorescence pour repérer le greffage dendrimère-fluorochromes puis coloré au Bleu de Coomassie pour repérer les bandes protéiques correspondant aux anticorps (anticorps anti-gp75 : noté TA99 ; anticorps control : noté Ctl). 
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Le nombre de molécules d’AlexaFluor 680 greffées par molécule d’anticorps pour les deux tests effectués est déterminé par mesures de l’absorbance des solutions à 280 (absorption des protéines) et 680 nm (absorption de l’AlexaFluor 680) (Cf. Matériel et Méthode). Nous déterminons que seulement 0,6 molécules d’AlexaFluor 680 ont été greffées sur les anticorps anti-gp75+D5A et anti-gp75+D10A au lieu de 5 et 10 molécules respectivement (Figure III-21). De même, nous déterminons que 1,5 molécules d’AlexaFluor 680 ont été greffées sur l’anticorps control+D10A au lieu de 10. 
 
 Anticorps anti-
gp75 + D5A 
Anticorps anti-
gp75 + D10A 
Anticorps 
control+ D10A 
Absorbance à 280 nm 0,069 0,375 0,662 
Absorbance à 680 nm 0,029 0,141 0,651 
Mol AlexaFluor /Mol Anticorps 0,6 0,6 1,5 
Figure III-21 : Mesures de l’absorbance des solutions à 280 et 680 nm et détermination du nombre de molécules d’AlexaFluor 680 greffées aux anticorps.  
Les greffages des différents dendrimères fluorescents sur l’anticorps anti-gp75 et sur 
l’anticorps de souris control semblent réussis puisqu’ils apparaissent fluorescents sur gel SDS PAGE. 
Cependant, peu de molécules d’AlexaFluor 680 portées par les dendrimères ont été greffées sur les 
anticorps.  
Il apparait nécessaire de tester la spécificité des complexes vis-à-vis des cellules B16F10. 
 c. Test de spécificité de l’anticorps greffé  L’anticorps monoclonal anti-gp75 est tout d’abord testé sur les cellules après greffage simple de fluorochromes commerciaux AlexaFluor680 succinimide ester.  Il est incubé 30 min à hauteur de 0,5 µg /100 µL avec les cellules B16F10 exprimant la gp75 ou avec les cellules LPB ne l’exprimant pas. Elles sont ensuite rincées et observées en microscopie de fluorescence champ large. L’intensité de fluorescence des cellules marquées par l’AlexaFluor 680 greffée à l’anticorps est mesurée et reportée sur la figure III-22.   
Figure III-22 : Spécificité de l’anticorps anti-gp75 après greffage de marqueurs fluorescents commerciaux AlexaFluor 680. Il s’agit de la mesure de l’intensité de fluorescence (IF) des cellules B16F10 et LPB marquées par l’anticorps fluorescent AlexaFluor 680 (AF680) (0,5 µg). Les mesures sont réalisées par analyse des images acquises en microscopie de fluorescence. (n = 30 cellules ; barres d’erreur = DS). 
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La spécificité de l’anticorps anti-gp75 pour les cellules B16F10 est vérifiée puisque l’intensité de fluorescence associée à l’anticorps anti-gp75 augmente seulement pour ces cellules et non pour les cellules LPB étudiées comme contrôles négatifs lors de cette expérience. Après greffage des dendrimères comprenant 5 ou 10 AlexaFluor 680 (D5A ou D10A) sur l’anticorps monoclonal anti-gp75 ou sur l’anticorps control (IgG de souris), ceux ci sont mis en présence des cellules pour vérifier leur spécificité antigénique. 0,5 µg/100 µL d’anticorps D5A et D10A sont incubés comme précédemment avec les cellules afin de déterminer l’intensité de fluorescence associée au marquage des cellules par les anticorps. Cependant, nous n’avons pas obtenu un signal de fluorescence acceptable pour l’analyse. 1 µg d’anticorps/100 µL ont donc été utilisés afin d’augmenter le signal de fluorescence associé aux anticorps en microscopie de fluorescence.  La figure III-23A montre que l’anticorps anti-gp75 et l’anticorps contrôle greffés au complexe D10A marque les deux types cellulaires indifféremment. Seul l’anticorps anti-gp75 greffé au complexe D5A marque spécifiquement les cellules B16F10 comme l’anticorps anti-gp75 marqué avec l’AlexaFluor 680 d’un kit commercial. L’anticorps anti-gp75 greffé au complexe D5A reconnait spécifiquement les cellules B16F10 mais elles sont 50 fois moins fluorescentes que lorsqu’elles sont marquées avec l’anticorps anti-gp75 greffé simplement à des AlexaFluor 680 commerciaux.    
      
A 
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Figure III-23 : Tests de spécificité des anticorps greffés aux complexes Dendrimère-AlexaFluor (notés D5A et D10A). Les cellules adhérentes à un support (lamelles de microscopie) sont incubées en présence des complexes greffés aux anticorps anti-gp75 ou à l’anticorps control (1 µg d’anticorps) (anticorps control noté Ctl). Elles sont ensuite rincées et observées au microscope de fluorescence (détection du marquage correspondant à l’AlexaFluor 680 portée par les anticorps) (A). (B) Les cellules sont incubées en présence de 1 µg d’anticorps greffés, elles sont rincées et ré-incubées avec un anticorps secondaire fluorescent anti-IgG2a (noté Ac2A546). Ces dernières sont finalement rincées et observées au microscope de fluorescence (détection du marquage correspondant à l’AlexaFluor 546 de l’anticorps secondaire). Il s’agit des mesures de l’intensité de fluorescence liée à l’AlexaFluor 680 (A) ou à l’AlexaFluor 546 (B) (graphes de gauche) et du pourcentage de cellules B16F10-GFP, LPB ou NIH 3T3 marquées (graphes de droite). (n = 30 cellules ; barres d’erreur = DS). 
 Il semblerait que l’anticorps anti-gp75 et l’anticorps contrôle greffés au complexe D10A, perdent leur spécificité de reconnaissance. Pour confirmer cette perte de spécificité, un anticorps secondaire fluorescent (AlexaFluor 546) anti-IgG de souris est utilisé pour révéler la fixation des anticorps anti-gp75 greffés aux complexes D5A et D10A sur les cellules. Sur la Figure III-23B, il apparaît que l’anticorps secondaire marque 30 à 40 % des cellules B16F10 incubées avec les anticorps anti-gp75 greffés aux complexes D5A et D10A alors qu’avec l’anticorps simplement greffé à des AlexaFluor 680 commerciaux, 100 % des cellules sont marquées avec l’anticorps secondaire. L’anticorps anti-gp75 greffé au complexe D10A reconnaît et marque les cellules NIH 3T3 indifféremment des cellules B16F10 ce qui confirme la perte de sa spécificité. Il apparaît plus clairement que l’anticorps anti-gp75 greffé aux complexes Dendrimère-AlexaFluor 680 perd sa spécificité pour les cellules B16F10. 
 
Le greffage du complexe Dendrimère-AlexaFluor sur les anticorps semble avoir été réussi car 
les bandes protéiques sur gel sont fluorescentes. Cependant, les anticorps perdent leur spécificité de 
reconnaissance pour les cellules lors de l’étape de greffage. Il semblerait qu’ils sont soit dénaturés 
lors de l’ajout du solvant organique solubilisant les complexes, soit que les complexes se greffent sur 
leurs sites de reconnaissance ce qui les empêcherait d’interagir avec leur cible. L’essai de greffage de 
l’anticorps anti-gp75 + D5A semble avoir tout de même fonctionné mais il n’a pas été concluant par 
rapport à un anticorps marqué directement avec un kit commercial. 
B 
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3.2.Greffage 2 : Dendrimère Gc1-NH3+  a. Stratégie Cette stratégie consiste comme la précédente, à greffer plusieurs fluorochromes mais il s’agit aussi de greffer plusieurs peptides par dendrimère dans le but d’augmenter la spécificité et la détection de cellules cancéreuses ciblées par les peptides (Figure III-24). En effet, le peptide RGD utilisé cible spécifiquement les intégrines α Vβ3 surexprimées à la surface des cellules cancéreuses. 
        
Figure III-24 : Ciblage des intégrines αVβ3 surexprimées à la surface des cellules cancéreuses par le cyclo-peptide RGDfK soit marqué avec un fluorochrome (A) soit greffé au dendrimère qui est une plateforme moléculaire acceptant plusieurs fluorochromes et plusieurs peptides (B).  Nous avons choisi de travailler sur le modèle des mélanomes murins B16F10-GFP qui surexpriment l’intégrine αVβ3 reconnue par le peptide RGD (Temming et al. 2005). Nous utilisons les cellules non cancéreuses CHO et NIH 3T3 comme contrôles négatifs de nos expériences.  Un dendrimère de 1ère génération comportant 12 branches avec des extrémités amine primaire a été synthétisé avec un contre ion CF3COO- (YW-129) (Figure III-25A). Ce dendrimère est insoluble en milieu aqueux mais il est soluble en milieu organique. Nous avons choisi de travailler avec le cyclo-peptide RGDfK- portant un groupement PEG avec une extrémité amine (Figure III-25B) car nous pensons de cette manière, anticiper un problème d’accessibilité du peptide sur le complexe Dendrimère-AlexaFluor 680 lors du greffage.  
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Figure III-25 : Formule développée du dendrimère Gc1-NH3+ (4404,5 Da) (A) et du cyclo-peptide RGDfK-PEG (894 Da) (B). Les flèches rouges représentent les 6 molécules d’AlexaFluor 680 et les flèches bleues représentent les 6 peptides RGDfK-PEG qui sont greffés sur le dendrimère phosphoré Gc1-NH3+.  b. Analyse du greffage Le dendrimère a des extrémités amines NH3+ qui doivent être sous forme déprotonée NH2 pour pouvoir réagir avec les fluorochromes de type succinimide ester.  Le greffage de 6 fluorochromes commerciaux de type AlexaFluor680 succinimide ester par dendrimère est réalisé en milieu organique (DMF) par ajout d’une base forte qui est la triéthylamine (TEA) (Figure III-26). Durant cette première étape de greffage un précipité vert insoluble (dans un solvant organique ou aqueux) apparaissait en solution dès l’ajout de l’AlexaFluor 680 (Figure III-26).  
 
Dendrimère Solvant AlexaFluor 
680 
TEA Observations 1 eq Gc1-NH3+ 100 % DMF 6 eq 12 eq précipité vert+++ 1 eq Gc1-NH3+ 100 % DMF 6 eq 6 eq précipité vert+++ 
Figure III-26 : Récapitulatif des tests effectués (eq= nombre d’équivalent molaire). 
B 
A 
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Cette étape a nécessité une purification des fractions. Le précipité vert est éliminé par centrifugation puis, les fluorochromes et les dendrimères non greffés sont éliminés par ultrafiltration.  Ensuite, nous avons tenté de greffer le peptide RGDfK-PEG (896 Da) au complexe préalablement purifié. Dans ce cas, les deux entités (peptide et dendrimère) comportent des extrémités NH2 et nécessitent l’utilisation d’hétérocross linker pour qu’ils puissent être greffés ensemble. Le peptide est greffé à un hétéro-cross linker SFB (247,2 Da), et en parallèle le dendrimère est greffé à un autre hétéro-cross linker, le SANH (290,3 Da) (Figure III-28). Les deux partenaires sont ensuite associés lors d’une dernière étape de greffage. Les produits des différentes étapes sont analysés en MALDI TOF.  
 
 
Dendrimère +6SANH 
+6RGDfK-SFB 
Figure III-28 : Greffage du peptide RGD sur le dendrimère. Utilisation des hétérocross linkers SANH et SFB.  Une analyse en spectrométrie de masse MALDI-TOF a enfin été effectuée pour les différentes solutions avant et après les différentes étapes de greffages. Malheureusement, après mise au point de l’analyse, nous n’avons pas réussi à analyser les complexes quelles que soient les fractions. Il semblerait que le dendrimère se fragmente sous l’effet de la désorption laser car nous obtenons systématiquement un massif de pics autour de 3056 de m/z (au lieu de 4404 m/z). Cela a déjà été remarqué par l’équipe du Dr Majoral pour d’autres dendrimères phosphorés (Blais et al. 2000).  
Dendrimère 
+6SANH 
RGDfK 
+SFB 
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Dès la première réaction de greffage, nous avons rencontré un problème de précipitation des 
solutions d’AlexaFluor 680 et/ou du dendrimère dès la mise en contact du dendrimère avec les 
fluorochromes AlexaFluor 680 ce qui nous a sûrement fait perdre beaucoup de matériel et peut être 
même le complexe Dendrimère-AlexaFluor 680. Ces expériences n’ont pas été concluantes car 
l’analyse en spectrométrie de masse n’a pas permis de caractériser les complexes.  
4. Caractérisation de dendrimères utilisables en imagerie 
multiphotonique L’équipe du Dr Majoral, en collaboration avec l’équipe du Dr Blanchard Desce de Rennes, a incorporé des fluorochromes ayant une absorption 2 photons importante dans les branches de dendrimères phosphorés. Ces dendrimères présentent donc des propriétés intéressantes en imagerie multiphotonique mais ils présentent le même problème d’hydrosolubilité que précédemment, ils doivent être dissous dans un solvant organique (DMF ou DMSO) puis, solubilisés en milieu aqueux. En utilisant moins de 10 % de solvant organique, nous souhaitons déterminer la viabilité cellulaire en leur présence.  Quatre dendrimères ont été fournis mais seul le dendrimère YW-178 a fait l’objet de travaux en microscopie multiphotonique. 
 
4.1. Le dendrimère YW-178 a. Formule développée  Le dendrimère YW-178 est de 1ère génération et sa synthèse est divergente. Il possède un cœur P3N3 relié à 6 branches portant chacune 2 fluorochromes excitables en mode biphotonique (Figure III-30). Toujours dans un but de solubilisation en milieu aqueux, des PEG (de 16 unités) sont greffés, par deux, sur les extrémités du dendrimère (24 extrémités PEG au total). Cependant, il doit être dissout dans un premier temps dans du DMF avant d’être dilué en milieu aqueux. 
 
Figure III-30 : Formule développée du dendrimère YW-178. 
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b. Caractérisation spectrale L’analyse spectrale du dendrimère a été entreprise en milieu organique et aqueux afin de comparer son comportement dans ces deux milieux en mode monophotonique. Le dendrimère YW-178 absorbe la lumière à 387 nm et ne semble pas former de micelle à forte concentration (pas d’absorption de la lumière à 500-550 nm) quelque soit le solvant utilisé (Figure III-31A et B). Le coefficient d’extinction molaire du dendrimère à 387 nm est assez élevé en milieu organique (585 000 mol-1.L.cm-1) et est divisé par deux en milieu aqueux (312 000 mol-1.L.cm-1) (Figure III-31C).   
 
 
 
 
Figure III-31 : Caractérisation spectrale du dendrimère YW-178. (A et B) Spectres d’absorbance en solution aqueuse ou organique respectivement. (C) Mesures de l’absorbance des solutions de dendrimère en fonction de la concentration. Selon la loi de Beer Lambert et connaissant l’épaisseur L du trajet optique traversant la cuve (L = 1 cm), nous en déterminons le coefficient d’extinction molaire (noté ε) dans le DMF et le PBS. 
     Détermination du coefficient d’extinction molaire ε C
A B 
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La longueur d’onde d’excitation optimale du dendrimère est déterminée à 396 nm et une émission de la fluorescence est 476 nm dans les deux milieux étudiés (Figures III-32A et B). Nous notons l’épaulement du pic à 310-314 nm à l’excitation qui correspond bien à la transition S0-S2 des états excités de la molécule puisqu’une excitation à 310 nm produit une émission de fluorescence à 476 nm.   
 
Figure III-32 : Propriétés de fluorescence du dendrimère YW-178. En A et en B, spectres d’excitation et d’émission du dendrimère solubilisé en milieu aqueux et en milieu organique respectivement. Pour une solution de concentration et d’absorbance faibles (DO voisine de 0.1), nous mesurons l’intensité de fluorescence IF des solutions et nous montrons que le rendement quantique de fluorescence est divisé par 2 en milieu aqueux.  Les propriétés de fluorescence changent d’un solvant à un autre ; l’intensité de fluorescence est divisée par 4 lorsque le dendrimère est en solvant aqueux et le coefficient d’extinction molaire est divisé par 2 (Figures III-32A et B).   D’après l’équation : IF = R . є . Ф . c . Io 
IF : intensité de fluorescence émise par la molécule  
R : rendement de détection de l’appareil  
є : coefficient d’extinction molaire de la molécule 
Ф : rendement quantique de fluorescence de la molécule 
c : sa concentration  
Io : intensité du faisceau incident 
 
Le rendement quantique de fluorescence du dendrimère est donc divisé par 2 lorsqu’il est en 
solvant aqueux.  
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Cette molécule étant constituée de fluorochromes pouvant absorber 2 photons (2P) de façon efficace, le spectre d’excitation en mode biphotonique est réalisé avec un microscope équipé d’un laser pulsé femto seconde et d’un jeu de filtres sélectionnant la fluorescence émise par le dendrimère entre 500 et 550 nm. Il est à noter que l’AOTF (acousto-optic tunable filter) du laser n’est pas corrigé en fonction des longueurs d’onde balayées et que la puissance du laser varie donc en fonction de sa longueur d’onde. Cependant, un pic à un maximum d’émission de fluorescence à 720 nm est déterminé dans les deux milieux testés (Figure III-33). 
 
Figure III-33 : Spectre d’excitation biphotonique réalisé sous le microscope Zeiss LSM510 équipé d’un laser pulsé femtoseconde. Les spectres sont réalisés en milieu aqueux (PBS + 10% DMF) et en milieu organique (DMF) avec une concentration en dendrimère de 5 mg/mL (1,5.10-4 M). 
 
 
 
 
Bien que le rendement quantique de fluorescence du dendrimère diminue de 50 % en milieu 
aqueux, ce dendrimère présente des propriétés d’absorption 2P intéressantes pour une application en 
imagerie du petit animal. Sa cytotoxicité et sa localisation en présence de cellules en microscopie 
muliphotonique sont analysées. 
 c. Viabilité cellulaire et étude de la modification de la morphologie des cellules en présence du dendrimère YW-178 Le but de cette étude est de déterminer la cytotoxicité du dendrimère YW-178 et de la comparer à celle des dendrimères déjà testés. Les cellules B16F10 sont incubées 24 h en présence d’une quantité croissante en dendrimère ou en DMF dans leur milieu de culture puis un test MTT est réalisé afin de déterminer leur viabilité.  Sur la figure III-34A, il apparait que la viabilité cellulaire diminue avec la quantité de DMF présente dans le milieu de culture. Il inhibe de 50 % la viabilité des cellules B16F10 lorsqu’il est présent à environ 3 % dans le milieu de culture.  Il semblerait que le dendrimère YW-178 ne soit pas plus toxique que le DMF seul car son IC50 est de 90 µM en présence d’environ 5 % de DMF (Figure III-34B).  
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Les cellules B16F10-GFP sont mises en culture pendant 24 h en présence de différentes concentrations en dendrimère YW-178 afin d’observer un éventuel changement morphologique. Aucun changement de morphologie des cellules B16F10-GFP n’est observé même en présence d’une forte dose de dendrimère (2,5 mg/mL soit 77 µM) (Figure III-34C).  
 
   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure III-34 : Etude de la viabilité cellulaire en présence en présence de DMF (A) et du dendrimère YW-178 (B) (n = 3 ; barres d’erreur = DS) et de la modification de la morphologie des cellules en présence de 2,5 mg/mL (77 µM) de dendrimère (C). Observation des cellules en contraste de phase 24 h après leur mise en contact avec le dendrimère (Objectif X40).  
 
 
Le dendrimère YW-178 est peu cytotoxique vis-à-vis des cellules cancéreuses B16F10 par 
rapport aux deux dendrimères cationiques hydrosolubles testés précédemment. Son IC50 de 90 µM 
vis-à-vis des cellules B16F10 est voisine de celle des dendrimères anioniques et neutres. Il faudra 
cependant le tester sur une autre lignée cellulaire non cancéreuse pour confirmer cette observation.  
 
 
 
A 
C 
B 
       + 2.5 mg/mL de dendrimère 
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d. Visualisation du dendrimère YW-178 en présence de cellules  Etant donné que le dendrimère YW-178 est fluorescent et qu’il possède la propriété d’absorber 2 photons de manière efficace, nous souhaitons le visualiser en présence des cellules en microscopie multiphotonique. Les cellules B16F10 adhérentes à des lamelles de microscopie sont mises en présence du dendrimère à différentes concentrations dans du PBS (10 % DMF) puis, elles sont observées au microscope multiphotonique (sans être rincées). La fluorescence du dendrimère est détectée grâce à une excitation biphotonique à 720 nm et à un filtre à l’émission (Bande Passante 500-550 nm) et les cellules sont observées en contraste de phase.  Pour de faibles concentrations (< 100 µM), nous n’avons pas réussi à obtenir un signal de fluorescence détectable. Ce n’est qu’avec la plus forte concentration en dendrimère : 154 µM que nous avons obtenu un signal de fluorescence. Le dendrimère n’interagit pas avec les cellules et produit un signal de fluorescence uniforme en solution (Figure III-35A). Cependant, en observant à plusieurs reprises la même préparation, nous nous sommes aperçus que le dendrimère réagissait et formait des agrégats beaucoup plus lumineux à proximité des membranes des cellules et entre les cellules (Figures III-35B, C et D).   
 
Figure III-35 : Visualisation du dendrimère YW-178 en présence des cellules B16F10 en microscopie multiphotonique. (A) Première image acquise et (B) image acquise après avoir effectué plusieurs scans. (C et D) Analyse de l’agrégation du dendrimère au voisinage des cellules. (C) Image acquise après plusieurs scans en mode multiphoton à 720 nm et agrégation du dendrimère (image notée CH2) ; les cellules sont localisées en contraste de phase (image notée CP). (D) Analyse surfacique de l’intensité de fluorescence de la zone mentionnée en rouge sur l’image CH2 (logiciel ImageJ). Les images notées CH2 sont acquises avec le laser pulsé femto seconde (excitation à 720 nm ; émission sélectionnée entre 500 et 550 nm) et les images CP sont acquises en lumière transmise. 
A B 
C 
D 
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Sur la figure III-36A, il s’agit de la première image constatant ce phénomène qui semble être amplifié par le fait de scanner pendant environ 5 min une zone zoomée. La zone zoomée présente des agrégats beaucoup plus fluorescents correspondant au dendrimère.  La même expérience que précédemment est réalisée sans cellules pour contrôler que ce phénomène d’agrégation est indépendant de leur présence.  Le dendrimère en solution aqueuse homogène est déposé dans une chambre de microscopie et est observé : une zone est zoomée, scannée 30 fois puis dé-zoomée. Le phénomène d’agrégation est alors visible (Figure III-36B). La zone zoomée apparaît plus fluorescente et correspond à la zone d’agrégation du dendrimère.  
 
 
 
Figure III-36 : Etude de la photoréaction du dendrimère. (A) Observation du phénomène d’agrégation après quelques scans répétés sur une zone zoomée (cadre rouge). (B) La même expérience est réalisée mais sans cellules : une zone est zoomée (cadre rouge), scannée 30 fois en mode biphoton, dézoomée puis observée.  
Le LASER pulsé femto seconde peut provoquer un échauffement de la préparation (surtout 
lorsqu’on effectue un zoom) car son énergie est concentrée en un point et cela semble accentuer le 
phénomène d’aggrégation. En effet, malgré la faible puissance de laser utilisée (de 1 à 3 %), son 
énergie d’illumination est concentrée en un point et l’un des problèmes généralement rencontré avec 
ce type de microscope est une augmentation locale (au niveau du point d’illumination) de la 
température. Le fait de zoomer accentuerait ce phénomène car le laser est concentré sur une zone et 
l’échauffement de la préparation n’a pas le temps de se dissiper. 
B 
A 
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Cet échauffement provoquerait l’agrégation des PEG portés par les dendrimères entre eux 
(Lutz 2008 ; Roeser 2008). Pour confirmer cette hypothèse, son agrégation est étudiée après 
chauffage de solutions de dendrimère et mesure de leur intensité de fluorescence. 
 e. Etude de la photoréactivité du dendrimère YW-178 Afin de montrer qu’il s’agit bien de l’échauffement de la préparation qui provoque ce phénomène d’agrégation, le dendrimère est chauffé à 90 °C pendant 5 min puis observé au microscope multiphotonique.  La figure III-37 montre des agrégats fluorescents observés au microscope après le chauffage d’une solution de dendrimère à 5 mg/mL dans du PBS, 10 % de DMF (Figure III-37).    
 
 
 
Figure III-37 : Etude de l’agrégation du dendrimère par chauffage. Le dendrimère est préalablement chauffé 5 min à 90°C puis observé au microscope en mode biphotonique (λexc. 2P à 720 nm ; λém. 505-550 nm).   Des mesures de fluorescence (en mode monophoton) sont réalisés afin de montrer que l’échauffement provoque une diminution de l’intensité de fluorescence globale de la préparation et ceci, quelque soit le solvant ou la présence de sels utilisés pour solubiliser le dendrimère.   Sur la figure III-38A, il apparaît que pour une même durée de chauffage, l’intensité de fluorescence du dendrimère diminue de 50 % en solution aqueuse contre 10 % en milieu organique. Les sels et la concentration en dendrimère n’influencent pas les valeurs d’intensité de fluorescence des solutions de dendrimère chauffées ou non (Figure III-38B).     
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Figure III-38 : Mesures de l’intensité de fluorescence du dendrimère après chauffage. Le dendrimère est dilué dans du PBS (10 % DMF), du DMF (A) ou de l’eau milliQ à 154 µM (5 mg/mL) et à 31 µM (1 mg/mL) (B). L’intensité de fluorescence des solutions est mesurée avant et après chauffage (5 min à 90°C) avec un macroscope de fluorescence (λexc. 360/40 nm ; λém. > 420 nm). Essais notés NT = non chauffé. 
 
L’agrégation du dendrimère est bien due à l’échauffement de la préparation par le laser lors de 
l’observation au microscope multiphotonique. Ce phénomène est accéléré en milieu aqueux mais 
existe aussi en milieu organique. La présence de sels dans les solutions et la concentration en 
dendrimère n’influencent pas ce phénomène d’agrégation. La diminution de l’intensité de 
fluorescence des solutions chauffées montre que le dendrimère perd ses propriétés de fluorescence 
lorsque la température augmente. Cependant, lorsqu’on observe la forme agrégée sous le 
microscope, nous avons l’impression que sa fluorescence augmente. Ceci est dû à un phénomène de 
concentration locale des dendrimères au sein des agrégats. Si nous considérons que chaque 
dendrimère perd sa fluorescence individuellement, une fois agrégés, ils possèdent une fluorescence 
locale plus intense. 
Le dendrimère YW-178 semble intéressant pour une application dans le domaine des 
nanotechnologies ; ses propriétés de thermo-agrégation peuvent être exploitées pour détecter des 
changements microscopiques de température sur des surfaces. Dans ce but, nous avons tenté 
d’imprimer des lettres de 20-25 µm de hauteur avec le module de FRAP (Fluorescence recovery after 
photobleaching) du microscope multiphotonique sur des lames de microscopie et nous avons cherché 
à déterminer leur épaisseur et leur résolution latérale (Figure III-39). Ce module permet de scanner 
des zones préalablement définies par ordinateur et de normalement les photoblanchir mais nous 
nous en servons ici pour provoquer localement un échauffement de la préparation et d’agréger le 
dendrimère pour définir des formes. 
A B 
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Figure III-39 : Photo-impression sous un microscope multiphotonique grâce aux propriétés de thermo-agrégation du dendrimère YW-178. Une solution de dendrimère de 154 µM dans du PBS (10 % DMF) est utilisée ainsi qu’un objectif X10 à immersion (A) ou un objectif X40 à immersion (B). Les préparations sont scannées avec un laser pulsé femto-seconde à une longueur d’onde de 720 nm et la fluorescence émise par le dendrimère est sélectionnée avec un jeu de filtres (λém. 505-550 nm). (1) Photo-impression du mot DOTS grâce au module de FRAP du microscope. (2) Analyse de l’intensité de fluorescence surfacique (en niveau de gris) des zones imprimées et repérées en blanc sur les images en 1. (3) Analyse en y du profil d’intensité de fluorescence de la forme imprimée afin de déterminer la résolution en y de l’impression.  
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Les figures III-39A1 et B1 montrent les formes « imprimées » avec le dendrimère YW-178 et le module de FRAP du microscope multiphoton. L’analyse de l’intensité de fluorescence surfacique des formes imprimées montre que l’agrégation du dendrimère est relativement homogène dans ces zones (Figure III-39A2 et B2). La résolution latérale de l’impression dépend des objectifs utilisés (grossissement et ouverture numérique) nous obtenons environ 3 µm avec l’objectif X10 à immersion et environ 1,5 µm avec un objectif X40 à immersion (Figure III-39A3 et B3). Le dendrimère s’agrège sous l’effet du laser et la préparation évolue trop vite par rapport à la vitesse de scan. Cependant, en scannant très rapidement la préparation dans le but de déterminer les pas en z à effectuer, nous avons observé une épaisseur de 30 à 35 µm des formes imprimées avec l’objectif X10. La résolution axiale n’a donc pas pu être déterminée avec précision. 
 
Des travaux sur des polymères portant des PEG ont mis en évidence ce phénomène de thermo-
agrégation (Lutz 2008 ; Roeser 2008). En effet, les PEG sont entourés de molécules d’eau qui, sous 
agitation thermique, seraient expulsées et ne permettraient plus de solubiliser les PEG portés par les 
dendrimères. Ceux-ci s’agrègent alors entre eux et passent sous un état de gel. Ce phénomène serait 
amplifié au voisinage des membranes plasmiques des cellules (Figure III-35C) par un effet de 
concentration des dendrimères à leur niveau. Sur la figure III-35D, le profil surfacique de l’intensité 
de fluorescence confirme quantitativement cette observation. Il semblerait donc que les propriétés de 
thermo-agrégation de ce dendrimère soient dues aux PEG qui réagissent entre eux sous l’effet de 
l’augmentation de la température.    
4.2. Les dendrimères AH-17, AH-29 et AH-30 Ces dendrimères présentent des propriétés intéressantes en imagerie multiphotonique cependant ils possèdent des groupements cationiques à leur surface qui leur confèrent une certaine hydrosolubilité mais qui peuvent aussi se révéler cytotoxiques. En effet, nous avons montré précédemment que des dendrimères cationiques (possédant 48 et 64 charges positives à leur surface) sont cytotoxiques et interagissent fortement avec les membranes cellulaires. Les trois dendrimères 2P testés ici portent respectivement 12, 24 et 48 charges et nous souhaitons évaluer leur cytotoxicité et éventuellement déterminer un nombre de charges positives minimum qu’un dendrimère peut porter sans être cytotoxique.   
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a. Formules Développées Ces dendrimères sont constitués d’un cœur fluorescent (MP06) (Figure III-39A) qui est un accepteur central de l’énergie lumineuse excitatrice à 2P, et de fluorochromes périphériques (CR25) (Figure III-39B) qui sont des donneurs de l’énergie lumineuse excitatrice à 2P. Le cœur fluorescent MP06 est constitué de 3 branches identiques (Figure III-39C) reliées par un atome d’azote. Sur chacune des 3 branches de MP06, des fonctions cétones permettent de greffer une branche qui permet l’accrochage de 2 fluorochromes donneurs d’énergie. Il s’agit donc d’une synthèse de type divergente et les trois dendrimères diffèrent de par leur surface qui comporte un nombre différent branches et de groupement cationiques (Figure III-39D et E). Ces dendrimères possèdent donc un centre (MP06+CR25) hydrophobe et une surface hydrophile (groupement cationiques).   
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Figure III-39 : Dendrimères AH-17 (8950 Da), AH-29 (13304 Da) et AH-30 (22013 Da) constitués d’un cœur fluorescent MP06 (A) accepteur central d’énergie et de fluorochromes CR25 (B) donneurs périphériques d’énergie. Les branches des dendrimères sont décrites en C. (D) Représentations schématiques des dendrimères et du mécanisme du transfert d’énergie intramoléculaire lors d’une excitation 2P (au niveau de AH-17). (E) Formules chimiques développées des 3 dendrimères.     b. Propriétés spectrales La caractérisation spectrale de ces dendrimères a été réalisée par l’équipe du Dr Blanchard Desce en milieu organique (DMSO). Les fluorochromes CR25 et MP06 absorbent la lumière à 390 et 419 nm et émettent de la fluorescence à 505 et 582 nm respectivement (Figure III-40A). Lorsqu’ils sont greffés sur les dendrimères, leurs propriétés de fluorescence en mode monophonique varient : leur coefficient d’extinction molaire augmente d’un facteur deux mais leur rendement quantique de fluorescence diminue (Figure III-40A). En mode biphotonique, la longueur d’onde optimale d’excitation est de 725 nm ; les groupements cationiques ne semblent pas modifier leurs propriétés spectrales (Figure III-40B).  
E 
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Figure III-40 : Propriétés spectrales des dendrimères AH-17, AH-29 et AH-30 (A) et spectres d’excitation 2P (B) (données fournies par le Dr Blanchard Desce).  c. Viabilité cellulaire Le but de cette étude est de déterminer la cytotoxicité de ces dendrimères cationiques fluorescents et de la comparer à celle des dendrimères cationiques précédemment étudiés. Les cellules B16F10 sont incubées 24 h en présence d’une quantité croissante de DMSO ou de dendrimère (dissout préalablement dans du DMSO) dans le milieu de culture puis un test MTT est réalisé 24 h après afin de déterminer leur viabilité.  Le pourcentage de cellules viables diminue avec l’augmentation de la quantité de DMSO présente dans le milieu de culture (Figure III-41A). Il apparaît que le DMSO est toxique pour les cellules B16F10 lorsqu’il est présent à un pourcentage supérieur à 8 % dans le milieu de culture car il inhibe de 50 % la viabilité des cellules B16F10. Les mêmes quantités de DMSO ont été utilisées en présence d’une concentration croissante en dendrimère. Il semblerait que les dendrimères AH-17 et AH-29 n’accroissent pas la toxicité du DMSO (Figure III-41B). On détermine des IC50 respectives de 550 et de 600 µM en présence d’environ 5 % de DMSO. Par contre, le dendrimère AH-30 est plus toxique que les deux premiers dendrimères et plus toxique que le DMSO seul. Il inhibe de 50 % la viabilité des cellules lorsqu’il est présent à 90 µM dans le milieu de culture avec seulement 1,25 % de DMSO.  
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Figure III-41 : Viabilité des cellules B16F10 en présence de DMSO (A) et en présence des dendrimères AH-17, AH-29 et AH-30 (B). Les mêmes quantités de DMSO croissantes sont utilisées avec et sans dendrimère pour chaque point des courbes. (n = 3 ; barres d’erreur = DS). 
 
 
 
 
 
La cytotoxicité des dendrimères cationiques fluorescents AH-17 et AH-29 est 100 fois moins 
importante comparée aux dendrimères cationiques Gc3-phtalocyanine-N+ et Gc1-N+ qui ont une IC50 
de l’ordre du µM. Par contre, le dendrimère AH-30 est 5 à 6 fois plus toxique que ces homologues 
structuraux malgré une quantité de DMSO non toxique. Ce résultat est en accord avec la cytotoxicité 
des premiers dendrimères cationiques testés. Il semblerait que la cytotoxicité des dendrimères soit 
corrélée au nombre de charges positives qu’ils portent à leur surface. Pour un nombre de charges 
positives supérieur à 24, les dendrimères cationiques sont très cytotoxiques. Les deux dendrimères 
fluorescents 2P AH-17 et AH-29 ne sont pas toxiques pour les cellules B16F10 car ils possèdent moins 
de charges positives cependant, il faudra les tester sur d’autres types cellulaires pour confirmer cette 
observation. Ils semblent intéressants pour une application en imagerie multiphotonique mais 
n’ayant été synthétisés qu’en toute fin de mes travaux de thèse, il faudra les caractériser sur le plan 
spectral en solution aqueuse pour définir s’ils sont compatibles avec l’imagerie in vivo. 
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Partie 2 : Suivi spatio-temporel de siRNA après électrotransfert dans des 
cellules tumorales in vitro et in vivo   L’ARN interférent découvert par A. Fire et Y. Mello en 1998 est maintenant utilisé en thérapie génique dans le but de traiter des maladies génétiques et des cancers. Il s’agit d’introduire dans les cellules porteuses d’un défaut, soit un plasmide codant un shRNA, soit un siRNA synthétique qui va réguler l’expression d’un gène spécifique par le mécanisme d’ARN interférence. Cependant, cette stratégie comporte certaines limites telles qu’une délivrance efficace de ces molécules au sein de cellules cibles ou des réactions secondaires non désirées (réponse inflammatoire de l’organisme). En effet, la délivrance des siRNA dans des cellules tumorales peut être freinée par la composition du milieu extra-tumoral difficile à traverser (matrice extracellulaire épaisse) ou leur dégradation extra-tumorale ou intracellulaire suivant la technique de transfert utilisée. De plus, des réactions secondaires telles qu’une réponse immunitaire de l’organisme ou la régulation d’un gène non ciblé peuvent être également déclenchées suite à l’introduction de ces molécules exogènes. C’est pourquoi, il est primordial d’étudier les mécanismes biologiques de transfert de ces molécules dans les cellules afin de les maîtriser dans un organisme entier.  L’électroperméabilisation (EP) est une méthode physique qui permet l’introduction locale de molécules à visées thérapeutiques dans un organe. Nous pensons que cette méthode pourrait permettre une délivrance efficace de siRNA synthétiques dans les cellules tumorales chez l’animal puisqu’ils sont injectés localement et que la technique ne perméabilise que les cellules se situant entre les électrodes apposées sur la zone à traiter de l’animal. De plus, en étudiant le mécanisme régissant son électrotransfert (ET) dans les cellules tumorales in vitro, nous souhaitons montrer qu’il ne transite pas longtemps dans le milieu extracellulaire et qu’il est directement efficace au niveau de sa cible dès qu’il est transféré dans les cellules. 
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L’utilisation de la fluorescence est un des moyens les plus sensibles pour visualiser et quantifier 
les phénomènes étudiés soit par microscopie au niveau de cellules isolées, soit par cytométrie de flux 
pour une population cellulaire. Dans un premier temps, l’objectif de ces travaux est d’étudier les 
caractéristiques de la perméabilisation du modèle cellulaire pour les appliquer ensuite à l’ET in vitro 
d’un siRNA synthétique. Ensuite, il s’agira d’étudier le mécanisme de l’ET du siRNA à l’échelle de la 
cellule unique, par microscopie de fluorescence confocale. Ce mécanisme sera confronté à celui de 
l’ADN plasmidique et de la perméabilisation vis-à-vis de petites molécules comme le PI. 
Enfin, mes travaux de thèse s’orienteront vers l’ET du siRNA dans des tumeurs sous cutanées 
chez la souris. Nous suivrons son effet transitoire par macroscopie de fluorescence non invasive et sa 
biodistribution dans les tumeurs ex vivo. Les résultats ainsi obtenus pourront enfin être corrélés à 
ceux obtenus in vitro.  
 
1. Electrotransfert du siRNA in vitro 
1.1. Caractérisation de l’état perméable des cellules B16F10-GFP  L’EP est une méthode efficace pour transférer des molécules exogènes dans les cellules cependant, elle peut s’avérer létale suivant les conditions de champ électrique utilisées (Gabriel et Teissié 1995 ; Rubinsky 2007 ; Al-Sakere et al. 2007).  Dans un premier temps, nous déterminerons les conditions électriques optimales pour perméabiliser les cellules B16F10-GFP en suspension sans provoquer une diminution importante de leur viabilité dans le but de les appliquer ensuite au transfert du siRNA.  Ensuite, nous étudierons deux paramètres liés à l’état perméable des cellules et pouvant influencer le transfert du siRNA. Il s’agit de la fuite de la GFP qui est exprimée dans notre modèle cellulaire et qui est reportrice de l’effet du siRNA dans nos expériences suivantes, et de l’aspect transitoire de l’état perméable des cellules qui sera corrélé avec le transfert du siRNA dans les cellules en fonction du temps. 
 
1.1.1. Electroperméabilisation et viabilité cellulaire L’EP est caractérisée par le passage de petites molécules et a été suivie par l’entrée de l’iodure de propidium (ou PI) dans les cellules. Le PI est une molécule non perméante dont le rendement quantique de fluorescence augmente d’un facteur 1000 lorsqu’il s’intercale entre les bases de l’ADN. Il n’est donc pas nécessaire de rincer les cellules pour éliminer ce marqueur de perméabilité aux petites molécules. Lors de l’EP des cellules, la membrane est déstabilisée par l’application des impulsions électriques et le PI pénètre dans les cellules et se condense au noyau. Ces cellules électroperméabilisées sont alors quantifiables en cytométrie de flux (Rols et al. 1998b).  
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Les conditions électriques utilisées pour les expériences d’EP sont de deux types :  - Conditions efficaces pour le transfert d’ADN plasmidique (Rols et Teissié 1998c) : Electrogénothérapie (EGT) : 10 impulsions de 5 ms à la fréquence de 1 Hz. - Conditions efficaces en clinique pour le transfert de petites molécules comme le cisplatine et la bléomicine (Gehl et al. 1998; Mir et al. 1991; Sersa et al. 1995) : Electrochimiothérapie (ECT) : 8 impulsions de 100 µs à la fréquence de 1 Hz.  Sur la figure III-1 sont présentés les profils d’EP en conditions EGT et ECT obtenus pour l’entrée de PI dans les cellules B16F10-GFP. La pénétration de PI est détectée lorsque l’intensité du champ électrique est supérieure à une valeur seuil comprise entre 0,2 et 0,3 kV/cm pour les cellules électroperméabilisées en condition EGT et entre 0,5 et 0,6 kV/cm en condition ECT. Au-delà de ces valeurs seuils, l’augmentation de l’intensité du champ électrique s’accompagne d’une augmentation du pourcentage de perméabilisation selon un profil sigmoïdal (Figure III-1).   
           
Figure III-1 : Perméabilisation et viabilité des cellules B16F10-GFP en conditions EGT (10 impulsions de 5 ms, 1 Hz) (A) et ECT (8 impulsions de 100 µs, 1 Hz) (B). Les cellules sont électroperméabilisées en suspension en présence de 100 µM de PI dans le tampon de pulsation. Après 5 min d’incubation à température ambiante, les cellules sont analysées en cytométrie de flux afin de déterminer le pourcentage de cellules  perméabilisées ou elles sont remises en culture afin de quantifier leur viabilité (coloration au cristal violet) 24 h après l’électropulsation.  Courbes en noir : pourcentage de perméabilisation des cellules. ∆ Courbes en gris : pourcentage de viabilité cellulaire. ∆ Courbes en pointillés  : pourcentage de cellules perméabilisées et viables définit par : % Perméabilisation + % Viabilité - 100. (n = 3 ; barres d’erreur = DS). 
 La différence de seuil observée entre les deux conditions électriques provient de la durée T et du nombre d’impulsions électriques N. En effet, d’après l’équation du flux de molécules traversant la membrane perméabilisée, la quantité de molécules traversant la membrane dépend de N et de T. De plus, ces paramètres influent directement sur les défauts temporairement créés au niveau de la membrane et permettent une entrée plus importante de molécules de PI lorsque N et T augmentent (Cf. Introduction Bibliographique). 
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Ф(S) = P. At/2. ∆S . F(T, N, t) . (1 - Ep/E) Ep<E<Ef Ainsi, l’intensité électrique E nécessaire pour déclencher la perméabilisation des cellules en condition ECT est supérieure à celle nécessaire pour la perméabilisation de cellules en condition EGT. Parallèlement à la perméabilisation, la viabilité cellulaire est affectée par l’application du champ électrique. L’augmentation de l’intensité du champ électrique E affecte différemment la survie des cellules en condition EGT et ECT. Plus la durée des impulsions électrique est grande, plus la viabilité cellulaire est affectée. Néanmoins, il est possible d’obtenir une perméabilisation efficace en maintenant une bonne survie cellulaire (Figure III-1). Ainsi, à 0,5 kV/cm en condition EGT et à 1,1 kV/cm en condition ECT, environ 70 % des cellules sont électroperméabilisées. Dans ces conditions, la viabilité cellulaire est d’environ 70 %. Au delà de ces valeurs d’intensité de champ électrique, la survie des cellules dans les deux conditions électriques testées est très affectée et atteint progressivement 40% de viabilité. 
 
Pour chaque valeur de champ, le pourcentage de cellules perméabilisées et viables % PV est 
déterminé par la relation : % PV = % Perméabilisation + % Viabilité – 100. Cependant, nous nous 
rapportons à la population totale des cellules perméabilisées afin de déterminer le pourcentage de 
cellules qui survivent % S, soit : % S = % PV / % Viabilité x 100.  
Nous choisissons donc d’appliquer en condition EGT, 0,5 kV/cm et 1,1 kV/cm en condition ECT 
pour perméabiliser les cellules B16F10-GFP en suspension et obtenir environ 60 % de cellules viables 
(40/70 x 100). 
 
1.1.2. Analyse du retour à l’état imperméable de la membrane des cellules : 
Resealing  L’état perméable de la membrane après l’application des impulsions électriques perméabilisantes est réversible et varie suivant la température, le type cellulaire et le type d’impulsions appliquées. Il est déterminé par mesure du temps pour lequel 50 % des cellules sont encore perméabilisées après l’application des impulsions électriques à température ambiante. Il s’agit de la demi-vie de l’état perméable ou « resealing » de la membrane plasmique. Les cellules B16F10-GFP en suspension sont électroperméabilisées dans le tampon de pulsation avec les conditions électriques déterminées précédemment : EGT : 10 impulsions de 5 ms à 0,5 kV/cm et à la fréquence de 1 Hz ; ECT : 8 impulsions de 100 µs à 1,1 kV/cm à la fréquence de 1 Hz. Puis, du PI à 100 µM final est ajouté à différents temps afin de quantifier par cytométrie en flux, le pourcentage de cellules perméabilisées après EP.  
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Sur la figure III-2, les pourcentages de cellules perméabilisées en fonction du temps sont présentés pour les deux conditions électriques étudiées. Ce paramètre diminue fortement 2 à 5 min après l’application des impulsions électriques en condition EGT. En condition ECT le pourcentage de cellules perméabilisées diminue plus lentement (15 à 20 min). Les courbes obtenues atteignent ensuite un plateau à environ 5 % de cellules marquées au PI correspondant à des cellules mortes. La demi-vie de l’état perméable des membranes des cellules B16F10-GFP en condition EGT est donc de 2 min et de 12 min en condition ECT.  
  
Figure III-2 : Analyse du retour à l’état imperméable de la membrane des cellules B16F10-GFP pour les conditions EGT (10 impulsions de 0,5 kV/cm, 5 ms, 1 Hz) et ECT (8 impulsions de 1,1 kV/cm, 100 µs, 1 Hz). Les cellules sont électroperméabilisées en suspension puis du PI à 100 µM final est ajouté à différents temps après EP. Après 5 min d’incubation à température ambiante, les cellules sont analysées en cytométrie en flux pour déterminer le pourcentage de cellules perméabilisées. (n = 3 ; barres d’erreur = DS).  La différence de durée de resealing observée entre les deux conditions électriques provient des conditions électriques utilisées qui influent sur les STP. En effet, suivant l’intensité du champ électrique, le nombre d’impulsions électriques N et leur durée T, les STP créées au niveau de la membrane des cellules seront différentes en termes de surface membranaire atteinte et de densité (cf Introduction Bibliographique). Selon l’équation donnant la surface perméabilisée, celle-ci est fonction de l’inverse de l’intensité du champ électrique et ne dépend pas de la durée de l’impulsion (Rols et Teissié 1990c; Schwister et Deuticke 1985). 
Aperm = Atot (1- Ep/E)/2  si Ep<E<Ef Il apparaît donc que les cellules B16F10-GFP mettent plus de temps à retourner à un état imperméable en condition ECT qu’en condition EGT. Il semblerait que les mécanismes de réparation au niveau de la membrane nécessaires pour rétablir des STP peu denses mais étendues sur une grande surface sont plus conséquents que pour réparer des STP denses et peu étendues sur la membrane. 
152
Quelques minutes après l’application des impulsions électriques, les membranes plasmiques 
des cellules reviennent à leur état initial imperméable qui ne permet plus l’entrée de PI dans le 
cytoplasme. L’état perméable des cellules est réversible et dépend du type d’impulsions électriques 
appliquées. Il apparaît que la demi-vie de l’état perméable est moins importante en condition EGT 
qu’en condition ECT car les STP sont différentes et nécessitent des mécanismes de réparations 
différents.  
 
 
1.1.3. Analyse d’une éventuelle fuite de la GFP suite à l’EP L’application d’un champ électrique perméabilisant entraine aussi la fuite de métabolites de taille variable (Zakhartsev et al. 2007 ; Ganeva et al. 2003). Notre modèle cellulaire exprimant la GFP, nous souhaitons ici, nous assurer que la GFP ne sort pas des cellules de manière importante lors de la perméabilisation.  Les cellules B16F10-GFP sont électroperméabilisées en suspension en condition EGT (10 impulsions de 0,5 kV/cm, 5 ms, 1 Hz) et ECT (8 impulsions de 1,1 kV/cm, 100 µs, 1 Hz). La fuite de la GFP est analysée après EP et les 2 jours suivants par cytométrie de flux afin de mesurer le pourcentage de cellules exprimant la GFP et leur intensité de fluorescence associée. Sur la figure III-3 est présentée le profil du pourcentage de cellules fluorescentes GFP et leur intensité de fluorescence associée en fonction du temps. Il apparait que 24 h après EP, le pourcentage de cellules fluorescentes GFP diminue d’environ 2 % de façon significative pour les deux conditions électriques étudiées (Figure III-3A) mais que les jours suivant, aucune fuite de la GFP n’est remarquée. De même, l’intensité de fluorescence GFP associée aux cellules diminue de 1,6 % de façon significative pour la condition électrique EGT seulement (Figure III-3B). Les jours suivant, aucune fuite de la GFP n’est remarquée.         
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Figure III-3 : Analyse de la fuite de la GFP après électroperméabilisation des cellules B16F10-GFP. Les cellules sont électroperméabilisées en suspension condition EGT (10 impulsions de 0,5 kV/cm, 5 ms, 1 Hz) ou ECT (8 impulsions de 1,1 kV/cm, 100 µs, 1 Hz), incubées 5 min à température ambiante, puis analysées en cytométrie de flux. Le pourcentage de cellules fluorescentes GFP (A) et leur intensité de fluorescence associée (B) sont mesurés juste après l’EP, 24 h et 48 h après par cytométrie en flux. (n = 3 ; barres d’erreur = DS).  
Bien que significative à 24 h (test de Student), la fuite de la GFP est négligeable puisqu’elle 
représente moins de 2 % des cellules et de leur intensité de fluorescence associée. Notre modèle 
cellulaire et les conditions électriques de perméabilisation sont donc validés pour l’électrotransfert 
du siRNA anti-GFP.  
 
1.2. Electrotransfert du siRNA in vitro  L’objectif de ces expériences est d’étudier l’électrotransfert d’un siRNA synthétique dirigé spécifiquement contre l’ARNm du gène codant la GFP qui est exprimé de façon stable dans notre modèle cellulaire. Le transfert du siRNA in vitro sera étudié par cytométrie en flux afin de mesurer son efficacité au cours du temps qui consiste en l’inactivation de la post transcription du gène codant la GFP. Les paramètres mesurés seront donc le pourcentage de cellules exprimant la GFP et leur intensité de fluorescence associée. Dans un premier temps, nous étudirons l’effet de l’électrotransfert du siRNA dans les cellules B16F10-GFP en suspension en fonction du temps mais également, en fonction de la quantité de siRNA et de la viscosité du milieu de pulsation.  Ensuite, dans le but de comparer le mécanisme d’entrée du siRNA dans les cellules avec celui de l’ADN plasmidique, nous analyserons l’effet du siRNA lorsqu’il est ajouté après l’application des impulsions électriques. En effet, il a été montré que l’ADN plasmidique n’a pas d’effet lorsqu’il n’est pas présent pendant l’application des impulsions électriques et nous voulons savoir si le siRNA a le même comportement (Golzio et al. 2002b). 
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1.2.1. Cinétique de l’effet de l’électrotransfert du siRNA dans les conditions EGT et 
ECT  Le but de cette expérience est d’étudier in vitro l’efficacité de l’électrotransfert du siRNA anti-GFP dans les cellules B16F10-GFP en fonction du temps. Les cellules B16F10-GFP sont électroperméabilisées en suspension en présence de 2 µg de siRNA anti-GFP (1,4 µM) dans le tampon de pulsation. Les deux conditions électriques EGT (10 impulsions de 0,5 kV/cm, 5 ms, 1 Hz) et ECT (8 impulsions de 1,1 kV/cm, 100 µs, 1 Hz) sont appliquées. Le pourcentage relatif de cellules exprimant la GFP (par rapport aux cellules non traitées) et leur intensité de fluorescence associée sont analysés par cytomètrie en flux sur 7 jours.  L’application d’un champ électrique perméabilisant seul et l’utilisation d’un siRNA non spécifique ne montrent pas de diminution du pourcentage de cellules exprimant la GFP (Figure III-4A) et de leur intensité de fluorescence associée (Figure III-4B) en fonction du temps. Lorsque le siRNA est présent pendant l’application des conditions électriques EGT ou ECT, le pourcentage de cellules exprimant la GFP et leur intensité de fluorescence associée diminuent respectivement de 60 et 50 % en 3 jours (Figures III-4). Puis, ces paramètres retournent à leur valeur initiale le 7ème jour suivant l’ET du siRNA.  
  
Figure III-4 : Effet de l’ET du siRNA anti-GFP dans les cellules B16F10-GFP en fonction du temps. Les cellules en suspension en présence de 2 µg de siRNA sont électroperméabilisées en conditions électriques EGT (10 impulsions de 0,5 kV/cm, 5 ms, 1 Hz) et ECT (8 impulsions de 1,1 kV/cm, 100 µs, 1 Hz) et analysées durant 7 jours en cytométrie en flux afin de déterminer le pourcentage de cellules exprimant la GFP (A) et leur intensité de fluorescence associée (B). (n = 3 ; barres d’erreur = DS). 
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Les deux conditions EGT et ECT permettent de transférer le siRNA dans les cellules aussi efficacement. L’extinction de l’expression de la GFP pour environ 60 % des cellules à 72 h montre que ces méthodes de transfert touchent 100 % des cellules viables (60 % de cellules touchées par le siRNA / 60 % cellules viables ; Cf. 1.1.1). Cependant, le traitement électrique ECT semble être moins efficace sur le long terme que l’EGT car le pourcentage de cellules exprimant la GFP revient plus vite à sa valeur initiale (en 5 à 6 jours). Le 4ème jour suivant l’ET du siRNA, seulement 25 % des cellules demeurent touchées par le siRNA en condition ECT contre 50 % en condition EGT. L’analyse en cytométrie de flux révèle que l’intensité de fluorescence de la population cellulaire traitée en condition ECT avec le siRNA est similaire à celle associée aux cellules traitées en condition EGT. Cela signifie donc que moins de cellules sont touchées (25 %) par le siRNA en condition ECT mais que ces cellules en reçoivent plus qu’en condition EGT. Le pourcentage de viabilité cellulaire est déterminé 24 h après l’ET du siRNA en condition EGT afin de vérifier une éventuelle cytotoxicité liée à l’ET du siRNA.  La figure III-5 montre que la viabilité cellulaire diminue de 50 % lorsque les cellules sont soumises à un champ électrique de type EGT mais pas lorsqu’elles sont mises en présence des siRNA (anti-GFP et négatif). La viabilité des cellules électroperméabilisées en présence ou non des deux siRNA ne varie pas de façon significative (figure III-5).   
 
 
Figure III-5 : Analyse de la viabilité cellulaire suite à l’ET de siRNA. Les cellules B16F10-GFP en suspension sont électroperméabilisées (+E) en condition EGT en présence ou non de 2 µg de siRNA (anti-GFP ou négatif). Puis, elles sont remises en culture durant 24 h afin de déterminer le pourcentage de viabilité cellulaire (coloration au cristal violet). (n = 3 ; barres d’erreur = DS). 
 
La diminution de la viabilité cellulaire est donc uniquement due aux paramètres électriques. 
L’ET du siRNA anti-GFP dans les cellules B16F10-GFP permet la régulation transitoire de 
l’expression de la GFP. En condition EGT et ECT, la diminution de l’expression de la GFP atteint un 
maximum de 60 % entre 48 et 72 h après l’ET du siRNA puis elle n’est plus détectée au bout de 7 
jours. Ces traitements électriques sont très efficaces pour le transfert de siRNA car 100 % des cellules 
perméabilisées et viables sont affectées par l’effet du siRNA. Le traitement EGT semble plus efficace à 
long terme que le traitement ECT. 
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1.2.2. Effet-dose du siRNA Le but de cette expérience est de déterminer si la quantité de siRNA influence son efficacité 
in vitro. Les cellules B16F10-GFP sont électroperméabilisées en suspension en condition électrique EGT (10 impulsions de 0,5 kV/cm, 5 ms, 1 Hz) en présence d’une quantité croissante de siRNA anti-GFP. Le pourcentage relatif de cellules exprimant la GFP est analysé par cytomètrie en flux au maximum d’efficacité du siRNA c’est-à-dire le 3ème jour suivant l’ET du siRNA dans les cellules.  Pour des concentrations croissantes en siRNA allant de 0,01 à 2,9 µg, plus la concentration en siRNA augmente, plus le pourcentage de cellules fluorescentes GFP et leur intensité de fluorescence associée diminuent (Figure III-6). Ce pourcentage diminue jusqu’à un plateau qui est atteint pour une concentration en siRNA de 0,7 µg. Au delà de cette quantité de siRNA, le pourcentage de cellules exprimant la GFP reste identique. Par contre, l’intensité de fluorescence associée aux cellules continue à diminuer en fonction de la concentration en siRNA. Plus la concentration en siRNA augmente, plus il y a de molécules de siRNA transférées dans les cellules.  
  
Figure III-6 : Analyse de l’effet dose du siRNA anti-GFP électrotransféré dans les cellules B16F10-GFP. Les cellules en suspension en présence d’une quantité croissante en siRNA sont électroperméabilisées en conditions EGT (10 impulsions de 0,5 kV/cm, 5 ms, 1 Hz) puis, analysées en cytométrie en flux 72 h après afin de déterminer le pourcentage de cellules exprimant la GFP (A) et leur intensité de fluorescence associée (B). (n = 3 ; barres d’erreur = DS). 
 
Un effet dose du siRNA anti-GFP est observé 72 h après son ET dans les cellules B16F10-GFP. Le 
maximum d’efficacité est obtenu dès 2 µg de siRNA. Nous choisissons donc de travailler in vitro avec 
cette quantité de siRNA par condition afin de s’assurer que son effet soit maximal. 
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1.2.3. Efficacité du siRNA anti-GFP lorsqu’il est ajouté juste après l’application des 
impulsions électriques L’ADN plasmidique n’est pas transféré et ne s’exprime pas dans les cellules s’il est ajouté après l’application des impulsions électriques (Golzio et al. 2002b). Nous avons donc voulu savoir si le siRNA possède le même comportement en analysant son efficacité après EP des cellules en suspension.  Les cellules sont électroperméabilisées en suspension en conditions EGT (10 impulsions de 0,5 kV/cm, 5 ms, 1 Hz) ou ECT (8 impulsions de 1,1 kV/cm, 100 µs, 1 Hz) et le siRNA anti-GFP est ajouté (2 µg) juste après la dernière impulsion électrique ou 5 s après. Le pourcentage relatif de cellules exprimant la GFP et leur intensité de fluorescence associée sont analysés par cytométrie en flux au maximum d’efficacité du siRNA, c’est-à-dire le 3ème jour suivant l’ET.  Sur la figure III-7, il apparaît que lorsque le siRNA est ajouté après l’EP des cellules (juste après ou 5 s après), le pourcentage de cellules exprimant la GFP et leur intensité de fluorescence associée sont similaires aux témoins électroperméabilisés sans siRNA.   
      
Figure III-7 : Analyse de l’effet du siRNA ajouté après EP (2 µg) des cellules B16F10-GFP dans les conditions EGT (10 impulsions de 0,5 kV/cm, 5 ms, 1 Hz) et ECT (8 impulsions de 1,1 kV/cm, 100 µs, 1 Hz). (A) Mesure du pourcentage relatif de cellules exprimant la GFP (GFP+) 72 h après EP. (B) Mesure du pourcentage relatif d’intensité de fluorescence GFP (IF) des cellules 72 h après leur traitement. (n = 3 ; barres d’erreur = DS). 
 
Le siRNA anti-GFP n’a pas d’effet sur l’expression de la GFP s’il est ajouté après l’EP des cellules. 
Il se comporte comme l’ADN plasmidique, il ne semble pas pénétrer dans les cellules après 
l’application des impulsions électriques.  
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1.2.4. Effet de la viscosité du tampon de pulsation sur l’électrotransfert du siRNA L’ajout de ficoll 400 dans le tampon de pulsation est utilisé pour augmenter la viscosité et tenter de diminuer la mobilité électrophorétique du siRNA pendant l’application des impulsions électriques. En effet, le siRNA est globalement chargé négativement et peut migrer sous l’effet d’un champ électrique comme l’ADN plasmidique (Golzio et al. 2002b ; Klenchin et al. 1991).  Nous déterminons dans un premier temps si l’ajout de ficoll au tampon de pulsation influence la perméabilisation des cellules et leur viabilité. Puis, nous étudions son effet sur l’efficacité de l’ET du siRNA anti-GFP. Les cellules B16F10-GFP sont électroperméabilisées en suspension en condition EGT (10 impulsions de 0,5 kV/cm, 5 ms, 1 Hz) en présence de ficoll et de 100 µM de PI dans le tampon de pulsation. Le pourcentage de cellules perméabilisées est mesuré par cytométrie en flux et la viabilité cellulaire est déterminée 24 h après traitement par coloration des cellules viables au cristal violet.  Sur la figure III-8A, il apparaît que l’ajout de ficoll dans le tampon de pulsation diminue le pourcentage de cellules perméabilisées et la viabilité des cellules électroperméabilisées ou non. En absence de champ électrique, la viabilité cellulaire diminue à partir de 80 % de ficoll dans le tampon de pulsation (20 % de mortalité cellulaire). En présence d’un champ électrique, le pourcentage de cellules viables diminue à partir de 20 % de ficoll dans le tampon de pulsation et la faible reproductibilité résulte des pipetages difficiles à effectuer, elle est de 50 % ±25. Sur la figure III-8B, le pourcentage de cellules exprimant la GFP est mesuré par cytométrie en flux 72 h après l’ET du siRNA (2 µg) en présence de ficoll dans le tampon de pulsation. Il apparaît que le pourcentage en ficoll dans le tampon de pulsation modifie l’effet du siRNA sur les cellules exprimant la GFP à 72 h.    
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Figure III-8 : Effet du ficoll dans le tampon de pulsation sur l’ET du siRNA anti-GFP. Les cellules B16F10-GFP sont électroperméabilisées (+E) en suspension en condition EGT (10 impulsions de 0,5 kV/cm, 5 ms, 1 Hz) en présence de 2 µg de siRNA et de différents pourcentages en ficoll dans le tampon de pulsation. (A) Mesures du pourcentage de cellules perméabilisées et du pourcentage de viabilité cellulaire à 24 h (coloration au cristal violet) en présence de Ficoll avec et sans EP (-E). (B) Mesures des pourcentages de cellules exprimant la GFP (GFP+) 72 h après l’ET du siRNA. L’a condition notée C+ correspond à un control positif : les cellules sont électroperméabilisées en présence de 2 µg de siRNA sans ficoll dans le tampon de pulsation. (n = 3 ; barres d’erreur = DS). 
 
L’augmentation du pourcentage de cellules exprimant la GFP en présence de ficoll indique une 
diminution de l’efficacité du siRNA. Cette observation renforce l’interprétation des résultats sur le 
rôle de la migration électrophorétique du siRNA lors des impulsions électriques. La viscosité du 
tampon de pulsation freine donc la migration du siRNA qui pénètre moins dans les cellules. 
 
1.2.5. Effet du siRNA en conditions HVLV Les conditions d’ET appelées HVLV (High Voltage – Low Voltage) ont été optimisées pour le transfert d’ADN plasmidique dans les cellules musculaires in vivo (Bureau et al. 2000 ; Satkauskas 
et al. 2002). Elles consistent en l’application d’une première impulsion de haut champ et de courte durée (100 µs) permettant de perméabiliser les cellules, suivie, d’une série d’impulsions électriques de bas champ et de longue durée (ms) permettant une migration électrophorétique de l’ADN et sa pénétration dans les cellules. Dans le but de confirmer la composante électrophorétique lors du mécanisme de l’ET du siRNA in vitro, ces paramètres sont testés. Les cellules B16F10-GFP sont électroperméabilisées en suspension en présence de 2 µg de siRNA avec les conditions électriques indiquées plus bas. Puis, elles sont analysées en cytométrie en flux 72 h après leur traitement afin de mesurer le pourcentage de cellules exprimant la GFP et leur intensité de fluorescence associée.  La perméabilisation des cellules pour une impulsion de 2,0 kV/cm, d’une durée de 100 µs a été choisie car nous obtenons un maximum de cellules perméabilisées et viables dans cette condition (78,5 % ± 3,8). Nous avons également choisi de travailler avec 1 et 4 impulsions non perméabilisantes de bas champ (0,2 kV/cm) d’une durée de 50 ms. La combinaison des deux séries d’impulsions électriques HVLV donne : 
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-pour HV + 1LV (1 impulsion de 100 µs à 2,0 kV/cm suivie d’une impulsion de 50 ms à 200 V/cm) : 79,6 % ± 5,4 de cellules perméabilisées et viables. -pour HV+4LV (1 impulsion de 100 µs à 2,0 kV/cm suivie d’une série de 4 impulsions de 50 ms à 0,2 kV/cm, 1 Hz) : 69,8 % ± 2,6 de cellules perméabilisées et viables. Sur la figure III-9 est présenté l’effet de l’ET du siRNA en fonction du temps pour les conditions : -EGT (10 impulsions de 0,5 kV/cm, 5 ms, 1 Hz),  -ECT (8 impulsions de 1,1 kV/cm, 100 µs, 1 Hz),  -HV (1 impulsion de 100 µs à 2,0 kV/cm),  -4 LV (4 impulsions de 50 ms à 0,2 kV/cm, 1Hz),  -HV + 1LV et HV + 4 LV (avec un délai de 1 s entre HV et LV) Il apparaît que le siRNA transféré par la condition 4 LV n’a pas d’effet sur l’expression de la GFP (Figure III-9). Par contre, lorsque le siRNA est électrotransféré par la seule condition HV, le pourcentage de cellules exprimant la GFP et leur intensité de fluorescence diminuent de façon significative avec un maximum 48 h après le traitement des cellules puis, retournent à leur valeur initiale 5 jours après (Figure III-9).   
     
Figure III-9 : Effet du siRNA anti-GFP électrotransféré dans des conditions HVLV. (A) Mesure du pourcentage relatif de cellules exprimant la GFP (GFP+) en fonction du temps. (B) Mesure de l’intensité de fluorescence GFP (IF) relative moyenne des cellules en fonction du temps. (n = 3 ; barres d’erreur = DS).  La combinaison des deux séries d’impulsions électriques HV + LV prolonge l’effet du siRNA par rapport à la seule impulsion HV (Figure III-9). En effet, le pourcentage de cellules exprimant la GFP et leur intensité de fluorescence diminuent de façon significative avec un maximum 72 h après le traitement des cellules puis, retournent à leur valeur initiale 7 jours après. Cet effet est comparable à celui obtenu en condition EGT.  
A 
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L’application de plusieurs impulsions électriques de type LV à la suite d’une impulsion HV n’augmente pas l’effet du siRNA. Il n’y pas de différence significative entre les valeurs de pourcentage de cellules exprimant la GFP et d’intensité de fluorescence associée pour les conditions HV + 1LV et HV + 4LV.  
 
Les conditions HVLV permettent de transférer aussi efficacement le siRNA anti-GFP dans les 
cellules B16F10-GFP qu’en condition EGT. Le siRNA éteint l’expression de la GFP de la même manière 
dans ces conditions.  
L’électrophorèse du siRNA pendant l’application des impulsions électriques ne semble pas être 
la seule composante permettant son transfert dans les cellules. En effet, il est transféré et efficace 
avec l’application d’une seule impulsion électrique perméabilisante de type HV qui produit une 
migration électrophorétique du siRNA 125 fois moins importante qu’en condition EGT suivant 
l’équation donnant la distance de migration d’une molécule dans un champ électrique : L = µ . N . T 
(Cf. Introduction Bibliographique). 
Cependant, l’ajout d’une impulsion LV après l’impulsion HV augmente l’efficacité du siRNA sur 
le long terme ce qui suggère une entrée plus importante du siRNA liée à l’électrophorèse.  
 
 
1.2.6. Efficacité du siRNA marqué par un fluorochrome Pour étudier la localisation et le mécanisme de l’ET du siRNA anti-GFP dans les cellules B16F10-GFP, nous utilisons un siRNA anti-GFP marqué de façon covalente par le fluorochrome AlexaFluor 546 en 3’ du brin sens. Nous devons nous assurer que la présence du fluorochrome n’interfère pas dans le mécanisme de régulation du gène de la GFP en comparant l’efficacité des deux siRNA, marqué par le fluorochrome AlexaFluor 546 et non marqué. Ces expériences sont réalisées selon le protocole de référence, les cellules B16F10-GFP sont électroperméabilisées en suspension en condition EGT (10 x 5 impulsions de 5 ms, 1 Hz) en présence de 1,4 µM de siRNA marqué par le fluorochrome AlexaFluor 546 (2,3 µg) ou de non marqué (2,0 µg). Puis, elles sont analysées en cytométrie en flux durant 7 jours.  La figure III-10 révèle que les deux siRNA ont le même effet sur l’expression de la GFP. Ils diminuent le pourcentage de cellules exprimant la GFP de la même manière. Le maximum d’extinction est atteint, pour les deux siRNA, 72 h après leur ET dans les cellules. Cette extinction est transitoire, le pourcentage de cellules fluorescentes retrouve sa valeur initiale 7 jours après l’ET du siRNA. 
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Figure III-10 : Analyse de l’ET du siRNA anti-GFP marqué par un fluorochrome AlexaFluor 546 et non marqué sur le pourcentage de cellules B16F10 exprimant la GFP en fonction du temps. Les cellules B16F10-GFP sont électroperméabilisées en suspension (0,5.10-6 cellules / 100 µL) en condition EGT (10 x 5 impulsions de 5 ms, 1 Hz) en présence de 1,4 µM de siRNA. (n = 3 ; barres d’erreur = DS). 
 
Le fluorochrome greffé en 3’ du brin sens du siRNA n’interfère pas dans le mécanisme de 
régulation du gène ciblé. L’AlexaFluor 546 est donc un outil fiable pour localiser le siRNA dans les 
cellules et étudier le mécanisme d’ET par microscopie de fluorescence. 
 
1.3. Mécanisme de l’ET du siRNA observé à l’échelle de la cellule unique Dans un premier temps, l’EP des cellules B16F10-GFP est étudiée par microscopie confocale (entrée de PI dans les cellules) puis, le mécanisme de l’ET du siRNA anti-GFP fluorescent est déterminé par la même méthode à l’échelle de la cellule unique. Nous travaillons ici sur cellules adhérentes par commodité pour la visualisation en microscopie. En effet, des cellules adhérentes sont plus grosses et présentent un cytoplasme beaucoup plus distinct du noyau que lorsque les cellules sont en suspension. De plus, elles ne sont pas sujettes à une migration électrophorétique ou aux mouvements lors des impulsions électriques. 
 
1.3.1. Etude de l’EP des cellules B16F10-GFP par microscopie confocale L’EP des cellules B16F10-GFP est détectée par l’entrée de PI qui se condense aux acides nucléiques présent dans leur cytoplasme. Il n’est pas nécessaire de rincer les cellules adhérentes à une lamelle de microscopie et nous pouvons observer les premières étapes de l’EP des membranes par acquisition d’images successives au microscope confocal.  
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Les cellules adhérentes sont placées dans du tampon de pulsation contenant 100 µM de PI et des séries d’images sont acquises pendant l’application des impulsions électriques de type EGT (10 impulsions électriques de 0,3 kV/cm, d’une durée de 5 ms et à une fréquence de 1 Hz) et ECT (8 impulsions électriques de 0,8 kV/cm, d’une durée de 100 µs et à une fréquence de 1 Hz). L’acquisition des images n’est pas synchronisée avec le déclenchement des impulsions électriques cependant, la durée des impulsions électriques (5 ms) étant beaucoup plus faible que celle des temps d’acquisition (1 s), nous négligeons leurs effets et regardons l’état résultant du phénomène au niveau cellulaire. Pour rappel, la différence de conditions électriques entre les deux systèmes (cellules en suspension et cellules adhérentes), provient des différences des facteurs de forme f et de rayon r des cellules B16F10 adhérentes (cellules allongées d’environ 20 µm de long) et des cellules B16F10 en suspension (cellules sphériques d’environ 15 µm de diamètre). En effet, d’après l’équation du potentiel électro-induit, ∆Ψi dépend entre autres de f et de r (Cf. Introduction Bibliographique). 
∆Ψi(M)=f . g(λ) . r . E . cos(θ) Ainsi, l’intensité électrique E nécessaire pour déclencher la perméabilisation de cellules adhérentes est inférieure à celle nécessaire pour la perméabilisation de cellules en suspension.  Sur la figure III-11, des images sont acquises avant perméabilisation des cellules avec le filtre correspondant à la fluorescence de la GFP et avec le filtre correspond à l’émission de fluorescence du PI. Puis, une série d’images sont acquises pendant et après l’application des impulsions électriques (temps de scan : 1 s). Pour les deux conditions de champs électriques testés, les cellules se perméabilisent de façon asymétrique et la perméabilisation est détectée dès la première impulsion électrique, du coté de la membrane qui fait face à l’électrode positive. Ensuite, le PI diffuse librement à travers la membrane perméabilisée faisant face aux deux pôles faisant face aux électrodes. Dans la minute qui suit l’application du champ électrique, le PI est détecté au niveau du noyau de la cellule (Figure III-11). Le phénomène d’EP est donc un phénomène rapide, de l’ordre de la centaine de microsecondes, et localisé (Gabriel et Teissié 1999; Pucihar et al. 2008).   
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Figure III-11 : Observation de l’EP des cellules B16F10-GFP à l’échelle de la cellule unique. Deux conditions de champ électrique sont étudiées : la condition EGT (10 impulsions électriques de 0,3 kV/cm, d’une durée de 5 ms et à une fréquence de 1 Hz) (A) et la condition ECT (8 impulsions électriques de 0,8 kV/cm, d’une durée de 100 µs et à une fréquence de 1 Hz) (B). Les cellules adhérentes à un support sont mises en présence de 100 µM de PI dans le tampon de pulsation sur la platine du microscope. Un objectif X40 à huile est utilisé. La fluorescence correspondant à la GFP exprimée par les cellules est visualisée avant EP puis des images sont acquises en fluorescence à une cadence de 1 s/image (sans délais entre les images) afin de visualiser l’entrée de PI dans les cellules pendant l’application des impulsions électriques. Les dernières images des séries sont acquises 1 min après l’application des impulsions électriques. Le temps de scan et le contraste des dernières images acquises à 60 s sont différents des images acquises de 1 à 10 s car les signaux de fluorescence correspondant saturent les images.   L’état perméable de la membrane plasmique des cellules est réversible et varie suivant la température et le type d’impulsions appliquées. Nous voulons savoir ici si le resealing de la membrane obtenu dans les conditions expérimentales précédentes (à température ambiante et cellules en suspension) sont les mêmes qu’avec le système utilisé en microscopie confocale. En effet, ici, les cellules sont adhérentes à un support et subissent un certain échauffement pendant leur observation sous le microscope confocal (et pendant l’application des impulsions électriques) avec le balayage du laser Hélium-Néon permettant l’excitation de la préparation.  
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Sur la figure III-12, les profils de resealing de la membrane des cellules B16F10-GFP adhérentes en condition EGT et ECT sont présentés. Le pourcentage de cellules perméabilisées diminue fortement 7 à 10 min après l’application des impulsions électriques en condition EGT. En condition ECT le pourcentage de cellules perméabilisées diminue plus lentement (15 à 20 min). Les courbes obtenues atteignent ensuite un plateau à environ 0-5% de cellules marquées au PI correspondant à des cellules mortes. La demi-vie de l’état perméable des membranes des cellules B16F10-GFP adhérentes en condition EGT est donc de 1 min et de 5 min en condition ECT.  
  
Figure III-12 : Profils de resealing des membranes des cellules B16F10-GFP après des impulsions électriques de types EGT et ECT. Les cellules adhérentes à un support sont électroperméabilisées dans le tampon de pulsation sur la platine du microscope confocal et des séries d’images sont acquises pour se placer dans les mêmes conditions que lors de la visualisation de l’EP. Le PI est ajouté à différents temps suivant l’EP des cellules, des images sont alors acquises 1 min après son ajout et les cellules perméabilisées sont quantifiées par analyse d’images. (n = 30 ; barres d’erreur = DS).  
La perméabilisation des cellules quelque soit le type d’impulsions électriques utilisé, se produit 
de façon dissymétrique et seulement sur les pôles de la membrane faisant face aux électrodes. Ceci 
est donc en accord avec les données de la littérature (Cf. Introduction Bibliographique).  
La demi-vie de l’état perméable est inférieure en condition EGT qu’en ECT ce qui est en accord 
avec les résultats obtenus pour les cellules en suspension. 
Les profils de resealing des membranes plasmiques des cellules obtenus ici sous le microscope 
confocal sont différents des profils obtenus avec le système d’EP des cellules en suspension. Les 
membranes des cellules mettent moins de temps à revenir à leur état perméable lorsqu’elles sont 
adhérentes à un support que lorsqu’elles sont en suspension. Il se pourrait donc que le balayage du 
laser lors de l’acquisition des images en microscopie chauffe légèrement la préparation et active le 
resealing des cellules mais leur morphologie n’est pas à négliger pour cette interprétation. En effet, 
l’activité métabolique des cellules adhérentes est beaucoup plus importante que lorsque les cellules 
sont en suspension et ceci peut influencer sur le mécanisme de réparation des structures transitoires 
de perméabilisation. 
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1.3.2. Visualisation de l’ET du siRNA à l’échelle de la cellule unique Le but de cette étude est de visualiser et de quantifier par microscopie confocale, l’entrée du siRNA fluorescent dans les cellules adhérentes pendant et après l’application des impulsions électriques. Cette approche vise à analyser le mécanisme physique qui régit l’électrotransfert du siRNA dans les cellules. L’utilisation du microscope confocal est ici justifié car les cellules baignent dans la solution de siRNA fluorescent et la visualisation d’un plan focal est indispensable pour visualiser son entrée dans les cellules : élimination des signaux de fluorescence émis extérieurs au plan focal et visualisation du milieu intérieur des cellules qui se remplit de siRNA fluorescent sous l’effet des impulsions électriques. Des séries d’images en fluorescence sont acquises à une cadence de 1 image/s avant, pendant et après l’application des impulsions électriques afin de détecter l’entrée du siRNA fluorescent dans les cellules.  Un traitement des images est réalisé afin de ne repérer que le signal correspondant au siRNA entrant dans les cellules pendant l’application des impulsions électriques. La première image de chaque série (prise avant la première impulsion électrique) a été soustraite de toutes les autres à l’aide du logiciel ImageJ. Pour une représentation plus explicite, les niveaux de gris des images (correspondant à l’intensité de fluorescence) sont représentés en pseudo-couleurs (Cf. Matériels et Méthodes).  
 
1.3.2.1. Conditions EGT et ECT Le but de cette étude est de visualiser et de quantifier par microscopie confocale, l’entrée du siRNA fluorescent dans les cellules pendant et après l’application des impulsions électriques EGT et ECT.  Les cellules B16F10-GFP adhérentes à un support sont mises en présence du siRNA anti-GFP-AlexaFluor 546 dans le tampon de pulsation, les électrodes sont posées sur la monocouche de cellules et le système est placé sur la platine du microscope confocal. Des séries d’images sont acquises avant, pendant et après l’application des impulsions électriques EGT (10 impulsions électriques de 0,3 kV/cm, d’une durée de 5 ms et à une fréquence de 1 Hz) ou ECT (8 impulsions électriques de 0,8 kV/cm, d’une durée de 100 µs et à une fréquence de 1 Hz) afin de visualiser et de quantifier l’entrée du siRNA fluorescent dans les cellules. Sur la figure III-13, le siRNA pénètre dans les cellules et traverse leur membrane plasmique essentiellement du coté faisant face à la cathode pour les deux conditions testées (figures III-13 1A et 2A). Ceci a pu être quantifié d’une part, par l’observation des images en pseudo-couleurs et le dénombrement des cellules réagissant de cette manière sur plusieurs plages d’observation 
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(figures III-13 1C et 2C). D’autre part, des profils de lumière traversant le cytoplasme des cellules (sans traverser le noyau) et parallèles aux lignes de champ électrique ont été tracés pour les séries d’images prises pendant l’application du champ électrique afin de quantifier le mouvement du siRNA au niveau des pôles des cellules faisant face aux électrodes et au niveau du cytoplasme (figure III-13 1B et 2B). Cette dernière méthode met en évidence l’entrée du siRNA dans le cytoplasme des cellules et les profils de lumière montrent des courbes en cloche ayant un point en commun correspondant au pôle de la cellule faisant face à la cathode (98 % des cellules en condition EGT, 89 % des cellules en condition ECT). Puis, les courbes s’élargissant de façon asymétrique vers le coté opposé ce qui montre la progression du siRNA dans le cytoplasme (Figure III-13 1B et 2B).    
   
 
 
Figure III-13 : Visualisation d’ET du siRNA anti GFP AlexaFluor 546 dans les cellules B16F10-GFP. (1) Condition EGT (10 impulsions électriques de 0,3 kV/cm, d’une durée de 5 ms et à une fréquence de 1 Hz). (2) Condition ECT (8 impulsions électriques de 0,8 kV/cm, d’une durée de 100 µs et à une fréquence de 1 Hz). (A) Les cellules mises en présence de 2 µg de siRNA, sont visualisées avec le filtre EGFP puis une série d’images en fluorescence est acquise pendant l’application des impulsions électriques (1 s/scan) afin de visualiser le siRNA fluorescent (images en pseudo couleurs). L’anode se situe en haut des images et la cathode en bas des images. (B) L’intensité de Fluorescence liée au siRNA est mesurée le long d’un profil de lumière parallèle aux lignes de champ électrique et pour les différentes images de la série d’images. (C) Le pourcentage de cellules ayant le siRNA qui pénètre du coté de la membrane faisant face à chacune des électrodes est quantifié. Cette quantification est effectuée grâce à l’analyse de 106 ou 58 profils.   
1 
2 
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L’analyse de l’intensité de fluorescence liée au siRNA pénétrant dans les cellules en fonction du temps T est représentée sur la figure III-14. Les courbes obtenues en conditions EGT et ECT montrent que l’intensité de fluorescence liée au siRNA augmente plus rapidement en condition EGT qu’en condition ECT. Elles révèlent que la quantité de siRNA entrant dans les cellules pendant l’application des impulsions électriques en fonction du temps correspond à une droite d’équation : 
IF = a.T+b. En condition EGT, nous obtenons une droite d’équation : IF = 4,5 T + 24 avec un coefficient de corrélation de r2 = 0,9990 et en condition ECT, nous obtenons : IF = 2,4 T +18 avec 
r2 = 0,9997. Après l’application des impulsions électriques, le siRNA continue à pénétrer dans les cellules pour les deux conditions testée. Les courbes tendent vers un plateau similaire pour les deux conditions mais atteint plus vite en condition EGT (1 min) qu’en condition ECT (4 min).   
 
 
 
 
 
 
 
Figure III-14 : Quantification de l’intensité de fluorescence correspondant au siRNA anti-GFP marqué à l’AlexaFluor 546 entrant dans les cellules pendant et après EP en condition EGT et ECT. (n = 30 cellules ; barres d’erreur = DS).  Nous notons un saut de 20 et 30 % de l’intensité de fluorescence liée au siRNA est observé dés l’application de la première impulsion électrique en condition ECT et EGT respectivement. La première impulsion électrique appliquée semble donc permettre une entrée massive de siRNA dans les cellules en comparaison avec les impulsions suivantes qui permettent une augmentation de 20 et 40% d’entrée supplémentaire pour la condition ECT et EGT respectivement. L’entrée du siRNA dans les cellules pendant l’application des impulsions électriques de type EGT est plus importante qu’en condition ECT. Ceci est en accord avec l’équation du flux de molécules traversant la membrane perméabilisée où la quantité de molécules traversant la membrane dépend du nombre d’impulsions électriques N et de leur durée T (Cf. Introduction Bibliographique). De même, la poussée électrophorétique est beaucoup plus grande en EGT qu’en ECT et dépend des mêmes paramètres N et T (Cf. Introduction Bibliographique). Enfin, ces paramètres influent directement les défauts temporairement créés au niveau de la membrane et permettent une entrée plus importante de molécules de siRNA lorsque N et T augmentent (Cf. Introduction Bibliographique).  
Temps (s) 
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Après la 10ème impulsion électrique en condition EGT ou après la 8ème impulsion électrique en condition ECT, les signaux de fluorescence correspondants au siRNA continuent à augmenter et tendent vers un plateau qui est le même pour les deux conditions électriques. Cela signifie donc que les deux conditions de champ électrique permettent de transférer la même quantité de siRNA. Ces courbes semblent suivre l’équation de Fick décrivant la diffusion d’une molécule :             
IF = A + B (1 - exp(-C . T)). Nous obtenons: IF = 9,96 + 8,35 (1 - exp(-0,02 . T)) en condition EGT et IF = 5,03 + 61,2 (1-exp (-0,09 . T)) en condition ECT avec des coefficients de corrélation respectifs de r2 =0,9842 et de 0,9725.  Le resealing de la membrane des cellules dans ces conditions correspond avec la fin de l’entrée du siRNA car les plateaux formés par les courbes sont atteints dès la fin de ce phénomène. Le plateau de la courbe obtenue en condition EGT (1 min) est atteint plus rapidement qu’en condition ECT (4 min), cela est donc en accord avec le resealing de la membrane des cellules perméabilisées dans ces conditions qui est plus rapide en condition EGT (1 min) qu’en condition ECT (5 min). 
 
L’application des impulsions électriques donne au siRNA un accès direct au cytoplasme sans 
interaction avec la membrane plasmique contrairement à ce qui a été montré pour l’ADN 
plasmidique (Golzio et al. 2002b). 
Pour les deux conditions électriques étudiées, le siRNA pénètre en deux temps dans les cellules 
(figure III-14). Pendant l’application des impulsions électriques, il apparaît que la quantité de siRNA 
pénétrant dans le cytoplasme des cellules augmente linéairement par un phénomène 
électrophorétique. Post champ électrique, la quantité de siRNA entrant dans les cellules semble être 
due à un phénomène de diffusion à travers la membrane encore perméable.  
Afin de mettre en évidence le phénomène d’électrophorèse du siRNA pendant l’application des 
impulsions électriques, nous avons testé l’effet de l’inversion de polarité du champ électrique à 
chaque impulsion et de visualiser de la même manière, le comportement du siRNA.  
1.3.2.2. Entrée du siRNA en mode bipolaire  Dans le but d’affiner le mécanisme d’électrotransfert du siRNA et de montrer que celui-ci est transféré dans les cellules grâce à la force électrophorétique induite par le champ électrique, nous visualisons son entrée par microscopie confocale pendant l’EP des cellules en condition bipolaire. La même stratégie que précédemment est utilisée mais nous utilisons l’inversion de polarité du champ électrique à chaque impulsion en condition EGT (8 x 0,3 kV/cm, 5 ms, 1 Hz).  
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Les impulsions de polarité alternée en condition EGT confirment que l’entrée du siRNA se produit selon la direction du champ électrique (Figure III-15). Le signal de fluorescence du siRNA est observé au niveau des cellules du coté faisant face à la cathode. Il est donc détecté de façon alternative au niveau des deux pôles des cellules faisant face aux électrodes. Sur la figure III-15B, le profil de lumière de la cellule montre que les deux pôles de la membrane faisant face aux électrodes sont marqués par le siRNA fluorescent contrairement aux conditions unipolaires.           
Figure III-15 : Visualisation de l’ET du siRNA anti-GFP AlexaFluor 546 en condition EGT bipolaire (8 x 0,3 kV/cm, 5 ms, 1 Hz). (A) Les cellules B16F10-GFP, mises en présence de 2 µg de siRNA, sont visualisées avec le filtre EGFP puis une série d’images sont acquises pendant l’application des impulsions électriques (1 s/scan) avec le filtre sélectionnant la fluorescence liée au siRNA (images en pseudo couleurs). La cathode se situe en haut de la 1ère image et l’anode en bas de la 1ère image. (B) Mesure de l’intensité de fluorescence liée au siRNA le long d’un profil de lumière parallèle aux lignes de champ électriques et traversant le cytoplasme des cellules. Les mesures en mode bipolaire et unipolaire sont effectuées sur les images acquises lors de la 6ème s suivant le début du train d’impulsions électriques. 
 
 
Ces expériences montrent qu’en inversant la direction du champ électrique, le siRNA migre 
vers l’électrode positive sous l’effet des impulsions électriques et s’accumule dans le cytoplasme des 
cellules. Il ne semble pas que le siRNA ressorte de la cellule quand les impulsions électriques le font 
migrer en sens inverse. Ceci indiquerait que les STP ne sont pas identiques de part et autre de la 
membrane plasmique et qu’elles permettent le passage du siRNA seulement dans un sens 
préférentiel, de l’extérieur vers l’intérieur de la cellule ou que le champ électrique est peu intense 
dans la cellule. 
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Le siRNA continue à pénétrer dans les cellules après l’EP (Figure III-14) hors, nous avons 
montré précédemment qu’il n’est pas efficace lorsqu’il est ajouté après EP des cellules (Figure III-7). 
Nous souhaitons donc analyser ce mécanisme plus finement par microscopie de fluorescence 
confocale en l’ajoutant juste après la dernière impulsion électrique. 
 
 
1.3.2.3. Entrée du siRNA après EP Le but de cette expérience est d’analyser l’entrée du siRNA après l’application des impulsions électriques perméabilisantes. Les cellules B16F10-GFP adhérentes sont électroperméabilisées sur le dispositif mis en place sur la platine du microscope confocal et juste après la 10ème impulsion électrique en condition EGT (10 x 0,3 kV/cm, 5 ms, 1 Hz), 14 µL de siRNA (4 µg) est ajouté entre les deux électrodes. Une série d’images des cellules, se situant entre les électrodes, est acquise dès l’ajout du siRNA afin d’analyser comme précédemment, son entrée dans les cellules.  La figure III-16A montre l’entrée du siRNA dans les cellules après EP. Le signal de fluorescence correspondant au siRNA est détecté essentiellement du coté de la membrane faisant face à l’anode. La même démarche de quantification que précédemment est effectuée (profils de lumière parallèles aux lignes de champ électrique pour la série d’images) et décrit le mouvement du siRNA après EP au niveau des pôles des cellules faisant face aux électrodes et au niveau du cytoplasme (figure III-16B). Les profils de lumière forment des courbes en cloche ayant un point en commun correspondant au pôle de la cellule faisant face à l’anode qui est le coté de la cellule par lequel pénètre le siRNA après EP. Puis, les courbes s’élargissant de façon asymétrique vers le coté opposé ce qui montre la progression du siRNA dans le cytoplasme (Figure III-16B). L’analyse numérique des images montre que 36,2 % des cellules réagissent de cette manière et que pour 60,5 % d’entre elles, le siRNA ne pénètre pas dans leur cytoplasme (Figure III-16C). Très peu de cellules reçoivent le siRNA des deux cotés de leur membrane plasmique (3,3 %). 
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Figure III-16 : Visualisation de l’entrée du siRNA après EP des cellules B16F10-GFP. (A) Les cellules adhérentes à un support sont visualisées avec le filtre EGFP, électroperméabilisées en condition EGT (10 x 0,3 kV/cm, 5 ms, 1 Hz) puis, 4 µg de siRNA (14 µL) est ajouté juste après la 10ème impulsion électrique. A ce moment précis, une série d’images est acquise (1 s/scan) avec le filtre sélectionnant la fluorescence liée au siRNA (images en pseudo couleurs). L’anode se situe en haut des images et la cathode en bas des images. (B) L’intensité de Fluorescence liée au siRNA est mesurée le long d’un profil de lumière parallèle aux lignes de champ électrique et pour les différentes images de la série d’images. (C) Le pourcentage de cellules ayant le siRNA qui pénètre du coté de la membrane faisant face à chacune de électrodes est quantifié. Cette quantification est effectuée grâce à l’analyse de 89 profils de lumières. 
 
Le siRNA pénètre dans 36,2 % des cellules après EP et cela préférentiellement du coté de la 
membrane faisant face à l’anode où la membrane possède une surface perméabilisée plus grande 
(Rols et Teissié 1998c ; Gabriel et Teissié 1999) mais sûrement aussi des structures de 
perméabilisation différentes. Cependant, nous avons montré que cette forme entrant après EP ne 
permet pas une extinction de l’expression du gène codant la GFP. Il semblerait donc que cette forme 
de siRNA qui pénètre dans les cellules après EP est différente de la forme pénétrant pendant 
l’application des impulsions électriques ou que la quantité de siRNA pénétrant dans les cellules après 
EP est insuffisante pour observer un effet. 
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Nous proposons donc de déterminer pourquoi cette forme de siRNA pénétrant dans les cellules 
est inefficace en déterminant si le fluorochrome AlexaFluor 546 se détache du siRNA, si le siRNA est 
dégradé ou s’il est modifié chimiquement lorsqu’il est ajouté après EP des cellules.  
 
1.3.3. Validation des conditions expérimentales de l’étude du mécanisme de l’ET 
du siRNA 
1.3.3.1. Recherche d’un éventuel décrochage de l’Alexa Fluo 546 et du siRNA lors 
de l’EP des cellules Suite aux observations faites précédemment, il semble donc nécessaire de déterminer si la liaison entre le siRNA et l’AlexaFluor 546 est sensible au champ électrique ou aux cellules électroperméabilisées et si le siRNA est dégradé.  Le siRNA anti-GFP marqué en 3’ du brin sens par l’AlexaFluor 546 est mis en contact avec les cellules B16F10-GFP électroperméabilisées (condition EGT 10 x 0,5 kV/cm, 5 ms, 1 Hz) ou non, ou encore, il est ajouté après EP des cellules. Les solutions (sans cellules) de siRNA sont analysées par gel filtration (seuil de coupure à 5 kDa) et spectrophotométrie afin de déterminer si elles contiennent de l’AlexaFluor 546 libre et/ou des acides nucléiques libres, produits de dégradation des siRNA. Cette technique de gel filtration permet un tamisage moléculaire et permet de séparer les molécules en fonction de leur taille. Les petites molécules (taille < seuil de coupure des pores du gel) diffusent à travers les pores du gel et mettront plus de temps à être éluées de façon gravitationnelle que des molécules de taille supérieure (taille > seuil de coupure) qui vont être exclues et éluées rapidement. L’AlexaFluor 546 est détectée par mesure de l’absorbance des fractions récupérées en sortie de colonne de gel filtration à 556 nm et par mesure de l’intensité de fluorescence émise à 558 nm 
(λexc. 546 nm). Le siRNA et les éventuels acides nucléiques libres sont détectés par mesure de l’absorbance à 260 nm des fractions. Les premières fractions éluées de la colonne de gel filtration (3 à 6 mL) montrent deux pics à 260 nm et à 556 nm qui correspondent respectivement au siRNA et à l’Alexa 546 (Figures III-17A et B). Les fractions suivantes (7 à 15 mL) absorbent légèrement la lumière à 260 nm mais cela n’est pas significatif car les valeurs d’absorbance sont dans la limite de détectabilité de l’appareil. De même, ces fractions (7 à 15 mL) n’absorbent pas la lumière à 556 nm.  Des mesures plus sensibles de fluorescence sont effectuées sur toutes les fractions afin d’affiner la détection d’AlexaFluor 546 libre (Figure III-17C). Le même profil est observé, un pic est détecté entre la fraction 3 et 6 mL montrant la présence d’AlexaFluor 546 dans ces fractions et pas dans les suivantes (7 à 15 mL). 
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Figure III-17 : Analyse du siRNA marqué à l’AlexaFluor 546 en présence de cellules électroperméabilisées ou non, ou lorsqu’il est ajouté après EP (condition EGT : 10 x 0,5 kV/cm, 5 ms, 1 Hz) des cellules. En A, il s’agit des mesures d’absorbance des fractions éluées d’une colonne gel filtration PD10 (volume de chaque fraction = 1 mL) ; balayage spectral de 230 à 600 nm. (B et C) Mesures de l’absorbance à 260 nm et de la fluorescence émise (λexc. 546 nm) à 558 nm en fonction du volume élué permettant de détecter respectivement les acides nucléiques constituants le siRNA et l’AlexaFluor 546. 
 Les solutions de siRNA traitées avec les cellules électroperméabilisées ou non ou la solution contenant le siRNA ajouté après EP des cellules, ne semblent donc pas comporter d’acides nucléiques libres (suite à une dégradation du siRNA), de siRNA non marqué ou d’AlexaFluor 546 libre (suite à la cassure de la liaison entre l’AlexaFluor 546 et le siRNA).  
 
La liaison du fluorochrome AlexaFluor 546 avec du siRNA est donc stable et les deux 
partenaires ne se détachent pas sous l’effet de l’EP des cellules ou après EP des cellules. Les 
observations faites précédemment au microscope ne sont donc pas influencées par une forme libre de 
l’AlexaFluor 546, il s’agit bien de l’entrée du siRNA lié à l’AlexaFluor 546 qui a été observé. 
A 
B C 
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Nous montrons également ici que le siRNA ne semble pas être dégradé suite à l’EP des cellules. 
Cette observation est confirmée en testant son efficacité après une première utilisation de celui-ci 
avec des cellules.  
1.3.3.2. Recherche d’une éventuelle dégradation du siRNA lors de l’EP des cellules Pour confirmer nos observations précédentes qui ne montrent pas de dégradation du siRNA lorsqu’il est ajouté après EP des cellules, nous analysons son efficacité lorsqu’il est ajouté après EP des cellules soit en présence de RNasine (inhibiteur des RNases), soit lorsqu’il est réutilisé après une première mise en contact avec des cellules électroperméabilisées. En effet, il peut être dégradé par des RNases ou des molécules relarguées (ROS) par les cellules électroperméabilisées et son entrée inefficace dans les cellules serait alors expliquée. Sur la figure III-18, le pourcentage de cellules exprimant la GFP et leur intensité de fluorescence associée sont similaires avec et sans RNasine que le siRNA soit présent pendant ou ajouté après EP des cellules. La présence de RNasine n’augmente pas l’efficacité du siRNA électrotransféré. Lorsque le siRNA est réutilisé après avoir subit une première mise en contact avec des cellules électroperméabilisées, il diminue significativement le pourcentage de cellules exprimant la GFP et leur intensité de fluorescence associée d’environ 60 %. Cette diminution est équivalente à celle obtenue sans réutilisation de celui-ci (Figure III-4).  
       
Figure III-18 : Analyse de l’efficacité du siRNA anti-GFP à 72 h lorsqu’il est ajouté après EP des cellules B16F10-GFP en présence de RNasine ou lorsqu’il est réutilisé.  Les cellules B16F10-GFP en suspension sont électroperméabilisées en condition EGT (10 x 0,5 kV/cm, 5 ms, 1 Hz) ou ECT (8 x 1,1 kV/cm, 5 ms, 1Hz) puis, 2 µg de siRNA anti-GFP est ajouté juste après la dernière impulsion électrique en présence de RNasine (apE + RNasine) ou non (apE).  Les cellules B16F10-GFP en suspension sont électroperméabilisées en condition EGT (10 x 0,5 kV/cm, 5 ms, 1 Hz) ou ECT (8 x 1,1 kV/cm, 5 ms, 1 Hz) en présence de siRNA ayant déjà subit une première mise en contact avec des cellules électroperméabilisées dans les mêmes conditions. (n = 3 ; barres d’erreur = DS). 
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Le siRNA ne semble donc pas être dégradé par des RNases ou d’autres composés relargués par 
les cellules électroperméabilisées puisqu’en présence de RNasine, après EP des cellules, il ne régule 
pas l’expression de la GFP et que lorsqu’il est réutilisé, il est aussi efficace que lors de sa première 
utilisation.   
Le siRNA n’est ni dégradé, ni modifié lorsqu’il est ajouté après EP des cellules pourtant il 
pénètre dans les cellules et est inefficace. Il semblerait qu’il pénètre dans les cellules sous une forme 
inefficace non différenciée de la forme pénétrant pendant EP des cellules car notre méthode de 
visualisation n’est pas assez résolutive. Nous émettons l’hypothèse que la forme du siRNA pénétrant 
dans les cellules après EP pourrait être due à une micropinocytose stimulée par les champs 
électriques (Rols et al. 1995). Il s’agira éventuellement d’étudier l’effet de drogues bloquant les 
différentes voies d’endocytose afin de confirmer ce mécanisme ou encore, de colocaliser le siRNA avec 
des molécules comme les dextrans fluorescents connus pour pénétrer dans les cellules par endocytose 
(Antov et al. 2004).  
 
 
1.3.3.3. Electrotransfert du plasmide pEGFP-C1 marqué au POPO-3 : Etude de la 
première étape du transfert, l’interaction plasmide-membrane Le but de cette expérience est de montrer que le modèle cellulaire B16F10-GFP réagit de la même manière que les cellules CHO avec l’ADN plasmidique lors de la première étape du transfert qui conduit à une interaction de l’ADN sous forme de spots avec la membrane plasmique des cellules (Golzio et al. 2002b). Nous souhaitons également comparer le mécanisme de l’électrotransfert du siRNA avec celui décrit pour l’ADN plasmidique.  Les cellules B16F10-GFP adhérentes à un support sont mises en présence de 2 µg de plasmide pEGFP-C1 marqué avec du POPO-3 dans le tampon de pulsation puis, elles sont perméabilisées par application d’impulsions électriques en condition EGT (8 x 5 ms à 0,3 kV/cm, 1 Hz) sur la platine du microscope. Des images en fluorescence sont acquises avant et après l’application des impulsions électriques avec un filtre à l’émission sélectionnant l’émission de fluorescence du POPO-3.  L’ADN s’accumule sous forme de spots à la membrane plasmique et seulement du coté faisant face à la cathode (Figure III-21).    
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Figure III-21 : Visualisation de l’interaction ADN-membrane après EP des cellules B16F10-GFP. Les cellules sont mises en présence de 2 µg d’ADN-POPO-3 puis elles sont perméabilisées par l’application de 8 impulsions électriques de 0,3 kV/cm, d’une durée de 5 ms et à la fréquence de 1 Hz. Des images sont acquises avant et après EP des cellules. La fluorescence liée à la GFP des cellules ainsi que celle liée à l’ADN sont sélectionnées avec des jeux. L’anode se situe en haut des images et la cathode en bas des images.  
 
 
Notre modèle cellulaire se comporte donc comme les cellules CHO, en présence d’ADN 
plasmidique. Sous l’effet d’un champ électrique en condition EGT, l’ADN migre pendant les impulsions 
électriques et vient interagir sous forme de spots du coté de la membrane des cellules faisant face à 
l’anode (Golzio et al. 2002b ; Faurie et al. 2004 ; Escoffre et al. 2009). 
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2. Electrotransfert du siRNA in vivo 
 
2.1. Efficacité du siRNA in vivo 
2.1.1. Publication : In vivo gene silencing in solid tumors by targeted electrically 
mediated siRNA delivery 
Gene Therapy (2007), 1–8. 
 L'ARN interférent (ARNi) est une approche prometteuse sur le plan thérapeutique pour la régulation de l’expression de gènes cibles impliqués dans des maladies. L’obstacle majeur au développement de stratégies thérapeutiques ARNi reste, cependant, la délivrance efficace des petits ARN interférant (siARN) dans le tissu cible. Le développement d'une méthode efficace pour leur transfert dans les tumeurs solides apparaît comme un problème critique. Très peu d'études ont abordé ce problème. Dans cette étude, nous montrons la contribution d’un champ électrique pour médier le transfert de siRNA dans des tumeurs murines exprimant de façon stable la EGFP. La régulation de l’expression de l’EGFP a été quantifiée au cours du temps par l'imagerie de fluorescence du petit animal. Notre étude montre que le champ électrique peut être utilisé comme une méthode efficace pour la délivrance de siRNA et la régulation de l’expression d’un gène ciblé dans les tumeurs solides.   
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ORIGINAL ARTICLE
In vivo gene silencing in solid tumors by targeted
electrically mediated siRNA delivery
M Golzio1,4, L Mazzolini2,4, A Ledoux1, A Paganin1, M Izard1, L Hellaudais1, A Bieth1, MJ Pillaire1,
C Cazaux1, JS Hoffmann1, B Couderc3 and J Teissie´1
1IPBS CNRS (UMR 5089), Toulouse, France; 2CRPS CNRS (UMR 2587), Toulouse, France and 3Centre Claudius Regaud, Toulouse,
France
RNA interference (RNAi)-mediated gene silencing ap-
proaches appear very promising for therapies based on
the targeted inhibition of disease-relevant genes. The major
hurdle to the therapeutic development of RNAi strategies
remains, however, the efficient delivery of the RNAi-inducing
molecules, the short interfering RNAs (siRNAs) and short
hairpin RNAs (shRNAs), to the target tissue. With respect
to cancer treatment the development of efficient delivery
methods into solid tumors appears as a critical issue.
However, very few studies have addressed this problem. In
this study we have investigated the contribution of electrically
mediated delivery of siRNA into murine tumors stably
expressing an enhanced green fluorescent protein (EGFP)
target reporter gene. The silencing of EGFP gene expression
was quantified over time by fluorescence imaging in the living
animal. Our study indicates that electric field can be used as
an efficient method for siRNA delivery and associated gene
silencing into cells of solid tumors in vivo.
Gene Therapy advance online publication, 8 March 2007;
doi:10.1038/sj.gt.3302920
Keywords: RNA interference; siRNA; tumor; fluorescence; in vivo imaging; electroporation
Introduction
Since its discovery in 19981 the phenomenon of RNA
interference (RNAi), that is sequence-specific silencing of
a gene occurring upon the introduction or endogenous
expression of homologous double-stranded RNA(dsRNA),
has been observed in a wide variety of eukaryotes.
This phenomenon that ultimately leads to a strong
suppression of target gene expression (i.e. ‘knockdown’)
can involve different mechanistic pathways depending
on the organism and on the nature of the dsRNA trigger.2
In 2001, the design of short (21–23nt) dsRNAs (small
interfering RNAs: siRNAs) allowed to apply successfully
RNAi to mammalian cells.3,4 Subsequently, plasmid and
viral vectors expressing structurally related interfering
dsRNA molecules, the short hairpin RNAs (shRNAs)
and microRNAs (miRNAs) were developed and have
paved the way to extensive analyses of gene function
through RNAi-based reverse genetics.5,6
Chemically synthesized siRNAs have also been
proposed as powerful reagents for therapeutic gene
silencing owing to their great specificity and efficiency,
their apparent lack of toxicity and their usually moderate
propensity to trigger nonspecific gene silencing and/or
interferon-related responses in the cell (the so-called ‘off-
target’ effects).7–9 Several applications of siRNA ther-
apeutics are currently under clinical development.7,10
The applicability of this approach to humans is further
supported by recent data reporting the establishment of
an efficient and long-lasting gene silencing in nonhuman
primates upon systemic delivery of liposome-encapsu-
lated siRNAs.11 Different complementary approaches are
currently developed in rodents to increase the in vivo
stability of the siRNA molecule, to target it to the correct
tissue and to facilitate its cellular uptake. These include
chemical modification of the silencing RNA10 packaging
into protective particles12,13 and conjugation to cell-
specific ligands or antibodies.14,15 Nevertheless, the
further use of siRNA as therapeutic molecules will
mostly rely on the development of efficient in vivo
delivery methods, which remains by far the major
challenge in this field.8,12,16,17
Among the numerous potential therapeutic applica-
tions of RNAi, the silencing of genes involved in the
promotion or maintenance of tumorous growth appears
as a very attractive additional approach to conventional
chemotherapy for cancer treatment.7,18 However, few
data have been published reporting the successful use of
siRNA for gene silencing in developing tumors in vivo in
rodent model systems.14,19–24 Surprisingly, Filleur et al.22
found that in mice direct microinjection of the siRNA
solution into the tumor was ineffective whereas systemic
administration methods induced significant gene knock-
down in the tumor tissue. In contrast, Takahashi et al.23
suggested that effective gene suppression could be
obtained after direct intratumoral microinjection of the
siRNAs followed by in situ electroporation.
Electric pulses (EP) are indeed known to strongly
stimulate cell uptake of various drugs and molecules
Received 7 August 2006; revised 22 December 2006; accepted 25
December 2006
Correspondence: Dr J Teissie´, IPBS, CNRS (UMR 5089), 205 Route
de Narbonne, Toulouse 31077, France.
E-mail: justin.teissie@ipbs.fr
4These authors contributed equally to this study.
Gene Therapy (2007), 1–8
& 2007 Nature Publishing Group All rights reserved 0969-7128/07 $30.00
www.nature.com/gt
180
showing intrinsically very poor cellular crossing abilities.
The exact mechanism leading to enhanced intracellular
nucleic acid delivery remain unclear but may involve, at
least in vitro, the induction of physical interactions with
the compound and the cell membrane followed by
a progressive intracellular release into the cytoplasm.25
In vivo, EP have been extensively used for drug and
plasmid delivery in a large number of organs and
tissues.26–28 In addition, the delivery of molecules can
be restricted to the volume where the electric field is
generated. Also, very few side effects have been reported
for these treatments thus emphasizing the inocuity of
this physical method for clinical use and different
projects attempting to develop electrochimiotherapy
and electrogenotherapy (EGT) to enhance delivery of
drugs and nucleic acids, respectively, are currently
underway (e.g. ESOPE and Angioskin European projects,
Inovio Biomedical Corp.).
In rodents, EP have been used to deliver siRNAs
in various organs such as skin,29 eyes,30 brain,31 mus-
cles,32,33 joint tissue34,35 and kidney.36 However, delivery
of large nucleic acids (plasmids) have been found to be
poorly efficient in solid tumors.37–39 To assess the relative
contribution of electrical treatment to siRNA-mediated
endogenous gene silencing in solid tumors we generated
B16-F10 mouse melanoma cell lines stably expressing an
enhanced green fluorescent protein (EGFP). The extent
of EGFP gene suppression in subcutaneous B16-EGFP
tumors was subsequently monitored over time in the
living animal by whole-body fluorescence imaging.
Digitized observation by a highly sensitive CCD camera
allowed a time-lapse analysis of reporter gene expression
over a long period. EGFP knockdown was observed far
more than 3 days after one single injection of moderate
amounts of siRNA followed by electropulsation. The
inhibition of the EGFP gene was also measured using
flow cytometry analysis of cells isolated from tumors and
confirmed by quantitative RT-PCR, thus demonstrating
that the observed inhibition was owing to siRNA-
mediated mRNA degradation.
Results
Intra-tumoral electricallymediated siRNA delivery
We designed an experimental system allowing to test
whether electrical treatment could significantly enhance
the delivery of unmodified siRNA to solid tumors in
mice as well as to follow the extent of gene silencing over
time in the living animals. For this, B16-F10 melanoma
cells stably expressing EGFP reporter gene under non-
selective growth conditions were isolated following
infection by an EGFP-expression retroviral vector. One
of these cell lines (B16-F10 GFP) was subsequently
inoculated into CL57bl/C mice and subcutaneous
tumors were allowed to form for 8 to 10 days. In vivo
digital imaging was subsequently used to evaluate the
size of fluorescent tumors and to quantify GFP fluores-
cence intensity changes over time (Figures 1 and 2).
When tumors reached an average diameter of 5–7 mm
a siRNA directed against the EGFP gene (egfp22 siRNA3)
or an unrelated non silencing siRNA (P76 siRNA) were
injected slowly into the mouse tumor. Around 30 s after
injection, plate parallel electrodes were put in direct
electric contact with the shaved skin using a conducting
paste and the tumor was electropulsed using square-
waved pulses (pulse duration; 5 ms; frequency of pulses,
1 Hz) and a pulse electrical condition of 800 V/cm. These
conditions were chosen as they were previously shown
to induce in vivo reporter gene expression in solid tumors
with no tissue damage.38,39 As reported previously, a
muscle contraction was observed when the electric field
was applied. Neither local burns or edema nor short
or long-lived loss of functions were observed.
When the egfp22 siRNA was electrotransferred (anti-
GFP+EP), a significant decrease in the GFP fluorescence
of the tumor was observed by direct imaging on the
animal (Figure 1) and quantification of the fluorescence
levels (Figure 2) within 2 days following the treatment.
The decrease was maximal from days 2–4 (reduction to
about 30% of the physiological saline control). This was
in agreement with the reported half-life of the GFP of
24 h in cells. A noticeable increase of EGFP fluorescence
level was, however, observed at day 5, indicative of a
clear attenuation of the RNAi effect at this time point
(Figure 2a). The presence of an RNase inhibitor in the
injection buffer appeared important, as only a slight, not
statistically significant decrease of the fluorescence was
obtained when the RNA-protective agent was absent
(data not shown). The decrease of GFP fluorescence
observed upon egfp22 siRNA electrotransfer was not
observed in the different control groups (Figure 2b).
Indeed, if an unrelated non-silencing siRNA (P76 siRNA)
was electrotransferred, no changes of EGFP expression
compared to the other controls could be detected. As
expected the electrical treatment itself (phosphate-
buffered saline (PBS) +EP) had no effect on the GFP
expression in the tumor. More interestingly, if no EP were
applied after injection of the egfp22 siRNA (anti-
GFPEP) no statistically significant reduction of the
GFP expression relative to controls could be observed.
This demonstrated that the electrical treatment of the
injected tissue was essential to the efficient delivery of
the siRNA to tumor cells. The growth of the tumors was
not affected by any treatment (intratumoral injection of
the siRNA and/or EP). At day 4 after the treatments,
some of the tumors showed some necrotic areas in their
middle. This phenomenon is inherent to the type of
tumors formed by the B16 cell line and was observed in
all the different groups of treatments.
Additionally, fluorescence imaging allowed us to
visualize all nodules that form the whole tumor. An
injection targeted to defined nodules was possible. In this
case we noticed that only those nodules, which were
injected with the egfp22 siRNA and subsequently
electropulsed showed a fluorescence decrease. Moreover,
no decrease was observed in the small nodules occa-
sionally developing close to the tumor and which were
not injected at day 0 (Figure 1b, arrows). This indicated
that the action of the siRNA molecules remained
restricted to the region that was treated both by the
injection and the electrical treatment.
RNA extraction and quantitative real-time PCR
GFP fluorescence is the final product of a long and
complex pathway involving transcription, translation
and post-translational modifications. It is known that
the formation of the GFP final fluorophore, a post-
translational modification resulting from spontaneous
cyclization and oxidation of the protein’s amino acids,
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Ser65 (or Thr65)-Tyr66-Gly67-, requires molecular oxygen
and it has been shown by Coralli and coworkers,40 which
under hypoxic condition the level of GFP fluorescence
was decreased whereas no significant change in the
mRNA level was noticed. To demonstrate that this
phenomenon of fluorescence decrease under hypoxia
was not at the origin of the effects we observed,
but was the result of RNAi-mediated inhibition of
gene expression we performed quantitative real-time
PCR to evaluate the EGFP mRNA content of the treated
tumors.
At day 4, mice were killed and tumors were processed
for RNA extraction. Quantitative RT-PCR using GeNorm
analysis revealed a 52% reduction of the EGFP mRNA
content of the tumors electrotransferred with the egfp22
siRNA in comparison with the physiological saline
control whereas no significant differences in EGFP
mRNA levels could be observed with the other treat-
ments (Figure 3). These data demonstrated that the drop
in GFP fluorescence observed after the electrotransfer
of the egfp22 siRNA truly originated from a siRNA-
mediated degradation of the EGFP mRNA.
Flow cytometry analysis of dissociated tumors
Live imaging analyses indicated that the decrease in
fluorescence upon electrotreatment with the egfp22
siRNA occurred throughout the whole intact tumor
tissue with no apparent regional specificity (Figures 1
and 2). To get further insights into the proportion of
tumor cells that could be targeted by our treatment, the
percentage of GFP-positive tumor cells was determined
by flow cytometry analysis of cells from B16-F10 GFP
tumors collected 4 days after the different treatments. As
shown in Figure 4, a clear reduction of the percentage of
GFP-positive cells was specifically observed in tumors
electrotreated with the egfp22 siRNA. The overall 50%
decrease observed correlated well with the reduction of
fluorescence observed by in vivo imaging (Figure 2a) and
the decrease in EGFP mRNA concentration quantified by
real-time RT-PCR (Figure 3) but the mean fluorescence
levels of the GFP-positive cells appeared unaffected
irrespective the treatment in the different tumors. This
indicated that the incomplete inhibition of EGFP expres-
sion in the tumor may be because of restricted delivery
of the siRNA molecules to only a subfraction of the
tumor cells.
Discussion
During the past few years a tremendous number of data
have been reported on the phenomenon of RNAi and our
understanding of the molecular mechanisms and intra-
cellular function of RNAi, although still incomplete, has
a
b
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Figure 1 Fluorescence analysis of tumors by in vivo stereomicroscopy in live animals. Ten days after the subcutaneous injection of 1106
B16-F10 GFP cells, tumors having a mean diameter of 5–7 mm were treated. PBS +EP: intratumoral injection of 50 ml saline solution followed
by application of EP. p76 +EP: intratumoral injection of 50 ml of saline solution containing 12 mg of p76 siRNA followed by application of EP.
Anti-GFP – EP and anti-GFP+EP: intratumoral injection of 50 ml of saline solution containing 12 mg of egfp22 siRNA, followed (anti-GFP+EP)
or not (anti-GFP – EP) by application of EP. B16-F10 GFP-derived tumors were clearly detected under the animal’s skin upon fluorescence
excitation and tumor margin could be easily defined. This enabled measurement of the tumor area and fluorescence intensity over a period of
5 days after treatment. However, owing to the growth characteristics of B16F10 tumors, necrosis occurred 3 days after the beginning of the
treatment, as shown by the heterogeneity of the fluorescence pattern in the central region. (a) Representative images of EGFP fluorescence in
B16-F10 tumors observed by noninvasive imaging in live animals 2 days after the different treatments. (b) Pseudocolor 8-bit images showing
a representative analysis over time of tumor fluorescence (fluorescence levels: 256; white: most intense; black: least intense) upon treatment
with the siRNA egfp22, which allow to see the different nodules that sometimes form the tumor. In the anti-GFP+EP sample a decrease in
fluorescence can be observed in the nodules that were injected with the specific siRNA on day 0 but not in the uninjected small nodule
emerging close to the main tumor (arrows).
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been considerably improved. In parallel, RNAi-mediated
gene silencing has become a powerful and now routine
approach for studies of gene function in mammalian
cells. The efficiency of RNAi and its limited side effects
has made this technique an attractive alternative to the
use of antisense oligonucleotides and ribozymes for
therapies based on the inhibition of target genes.
Basically, two non-exclusive therapeutic RNAi strategies
can be applied. The first one will involve the specific
introduction in the target cells or tissues of DNA
sequences allowing the sustained production of inhibi-
tory RNAs such as shRNAs and miRNAs. This approach,
related to gene therapy, will have to face the difficulties
encountered with this technique and associated with the
use of viral vectors. The second approach will be based
on the direct in vivo treatment with siRNAs either native
or chemically modified and/or conjugated with other
compounds facilitating their delivery. Short interfering
RNAs that can now be produced at moderate costs
represent indeed a very attractive new type of small
molecule drugs.
The main obstacle to the use of siRNAs for in vivo
therapy remains however efficient intracellular deliv-
ery.12,16,17 Previous studies by different groups have
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Figure 2 Time lapse follow-up of fluorescence levels in B16F10
GFP tumors after siRNA electrotransfer. Digital imaging was used
to quantify at the different time points the fluorescence of B16F10
GFP tumors. For each animal, the mean fluorescence of the tumor
was quantified on a relative scale using as a 100% reference value
the fluorescence intensity measured just before treatment (day 0).
Vertical bars represent s.d. The number of analyzed mice was
between seven and nine for days 1 and 2 and between four and five
for days 3 and 4. Two mice were analyzed at day 5. (a) Follow-up of
EGFP fluorescence in tumors treated with electric field following
injection of PBS alone (PBS+EP:J) or of egfp22 siRNA (anti-
GFP+EP:n) Differences in fluorescence levels between conditions
were statistically compared by using an unpaired t-test two-sided
using the KyPlot software. *Po0.05 and **Po0.01 were plotted
when observed. (b) Relative fluorescence values of tumors in the
different controls at various time points following treatment. B16F10
GFP tumors were injected with either PBS (PBS+EP) or unrelated
siRNA (p76+EP) both injections followed by electrical treatment or
injected with the egfp22 siRNA without electrotransfer (anti-GFP –
EP). No statistically significant differences (Po0.05) in mean EGFP
fluorescence levels could be observed between the different
samples.
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Figure 3 Decrease of EGFP mRNA levels in B16-F10 GFP tumors
upon siRNA treatment. The steady-state transcript levels of the
EGFP reporter gene were measured by quantitative RT-PCR
analysis of total RNA extracted from tumors 4 days after treatment
with electric field: PBS+EP, unrelated siRNA, electrotransferred:
p76+EP, egfp22 siRNA without electrical treatment: anti-GFP – EP
and egfp22 siRNA electrotransferred: anti-GFP+EP. Three tumors
were analyzed in each case. Histograms represent mean7s.d.
Statistically significance of the differences in mRNA levels between
the anti-GFP+EP sample and others were individually evaluated as
described in Figure 1 (*Po0.05 and **Po0.01).
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Figure 4 Flow cytometry analysis of GFP fluorescence in cells
extracted from B16-F10 GFP tumors after siRNA treatment. Four
days after treatment the mice were killed and tumors were
removed. Tumor cells were dissociated and analyzed by flow
cytometry. The percentage of GFP-fluorescent cells was determined
on B16F10 GFP tumors treated with: electric field (PBS+EP),
unrelated siRNA, electrotransferred (p76+EP), egfp22 siRNA with-
out electrotransfer (anti-GFP – EP) and egfp22 siRNA followed by
electrical treatment (anti-GFP+EP). Four tumors were analyzed in
each case. Histograms represent mean values and vertical bars s.d.
The percentage of GPF-positive cells was significantly different
(*Po0.05) between the PBS+EP control and the complete treatment
(anti-GFP+EP). Mean fluorescence levels (7s.d. expressed in
arbitrary units) of the GFP-positive cell population were also
determined: PBS+EP: 2018753, p76+EP: 1962761, anti-GFP – EP:
20327114, anti-GFP+EP: 17487155. No statistically significant
differences (Po0.05) were observed between the different samples
in this case.
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revealed that the uptake of naked siRNAs by tumor cells
in vivo may be rather inefficient. Delivery may be
complicated in solid tumors by the change of tissue
organization, embedding of cells in the tumor stroma
and presence of nucleases in the tumor fluids. Filleur22
showed that direct intratumoral injection of an siRNA
directed against luciferase in rat cJ4 tumor xenografts
was ineffective, whereas three systemic administration
procedures led to significant downregulation of this
target gene. Although systemic delivery of siRNAs by
intraperitoneal or intravascular administration may be
a very promising therapeutic approach for tumor treat-
ment, especially in the case of metastatic tissues this
approach may require large amounts of siRNA and may
be inapplicable for therapeutic siRNAs inducing sys-
temic side effects and/or when siRNA delivery to certain
tissues has to be avoided. Aharinejad et al.19 reported
partial inhibition of expression of colony-stimulating
factor-1 and its receptor in MCF-7 xenografts upon
injection of naked siRNAs. This, however, required five
successive injections of siRNA over a 15 days period,
again suggesting that delivery to tumor cells may be
poorly efficient. Takei and coworkers20 used complexa-
tion to atecollagen to stabilize and assist delivery of
siRNA directed against vascular endothelial growth
factor to human PC-3 carcinoma implants in mice. Leng
and Mixson21 succeeded in reducing tumor growth in
human breast cancer MDA-MB-435 xenografts upon
repeated injection of siRNAs directed against raf-1
kinase and conjugated with histidine–lysine polymers.
However, the extent of gene knockdown in the tumors
was not evaluated.
EP induce a major reorganization of the lipid bilayer in
membranes of cells leading to a transient ‘permeabilized’
state.25 This physical technique has been previously used
by different groups including ours to locally deliver
siRNAs in various tissues.29–36 As reported previously
we observed that the electrical treatment itself had no
detectable effect on tumor growth. Takahashi and cow-
orkers23 recently found that EP following injection in
mouse melanoma tumors slightly improved the uptake
of a plasmid encoding luciferase and subsequently
attempted this approach for treatment of the tumors
with siRNAs or plasmids encoding shRNAs. However,
the contribution of electrical treatment to plasmid
delivery in the tumors appeared moderate as reported
previously37–39 and this point was not addressed with the
siRNA molecules.
In this study, we defined an experimental system
allowing to visualize and quantify the downregulation
of a constitutively expressed EGFP reporter gene in
subcutaneous B16-F10 mouse melanoma tumors using
non-invasive in vivo fluorescence imaging. This allowed
us to follow in situ the kinetics of siRNA-mediated
inhibition of gene expression, the topology of the effect in
the tumor and to test the impact of electrical treatment on
the establishment of gene knockdown. Here we showed
that in this model electrical treatment was essential
to intracellular uptake of the siRNA following direct
intratumoral injection. As reported previously by
Filleur22 with the luciferase reporter gene in cJ4 tumors,
no significant reduction of EGFP expression in the tumor
could be detected after injection of the egfp22 siRNA
directed against EGFP at any time point (Figures 1 and
2b). Furthermore, no localized drop of fluorescence was
apparent in the analyzed tissues. A specific and
significant silencing of EGFP could be observed in the
developing tumor only after electrotreatment. This
inhibition was established 2 days after treatment follow-
ing a single injection of siRNA, appeared distributed
to the whole siRNA-impregnated tumor tissue and
remained maximal until day 4.
By performing quantitative real-time reverse tran-
scription PCR on RNA purified from treated tumors we
confirmed that the decrease of EGFP fluorescence was
correlated with a specific RNAi-mediated degradation
of the EGFP mRNA leading to a 50% reduction of its
steady-state level (Figure 3). The inhibition of EGFP
reporter expression was further analyzed by flow
cytometry analysis of B16-EGFP cells extracted from
treated tumors (Figure 4). This revealed that the average
60% drop of fluorescence observed by in vivo imaging
of tumors following electrotreatment with the egfp22
siRNA originated from a reduction in the percentage of
cells expressing EGFP, whereas the mean fluorescence
value of the remaining EGFP positive cells was appar-
ently unaffected. This suggested that the partial knock-
down of EGFP in the tumor was not the result of a poor
intracellular activity of the gfp22 siRNA itself in the B16-
EGFP cells but was rather owing to delivery of this
molecule to only a fraction of the cells forming the tumor.
This again underlines intracellular access as the major
hurdle to siRNA action in vivo. In situ fluorescence
imaging allowed us to observe occasionally B16-EGFP
nodules growing in close proximity of the treated tumor.
These nodules appeared strongly fluorescent even in
mice electropulsed with the egfp22 siRNA (Figure 1).
This lack of EGFP inhibition in surrounding nodules
indicated that the action of the siRNA was controlled by
both the injection and the electrical treatment.
In conclusion, our results showed that efficient RNAi-
mediated inhibition of gene expression in solid tumors
can be achieved by using a non-systemic approach of
delivery based on direct intratumoral injection of siRNAs
followed by localized electrotreatment and revealed that
this second step appears essential to the success of this
approach. This may be advantageous in cases were
spatially controlled siRNA silencing is required.
Materials and methods
Cell lines
B16-F10 mouse melanoma cells and their EGFP-expres-
sing derivatives were maintained in Eagle’s minimum
essential medium (EMEM; Gibco-Invitrogen, Carlsbad,
CA, USA) with 10% fetal calf serum (Gibco), penicillin
(100 units/ml) (Gibco–Invitrogen), streptomycin (100 mg/
ml, Gibco-Invitrogen) and L-glutamine (0.58 mg/ml;
Eurobio, France) in a 5% CO2 humidified incubator at
371C (Jouan, St Herblain, France).
Retroviral vector and in vitro transduction
MFG-eGFP41 is a retroviral vector encoding the EGFP
under the control of a 50 long terminal repeat (LTR). 293T
cells were generously provided by the Genethon (Evry,
France). Generation of 293T-MFGeGFP and preparation
of high titer retroviral vector pseudotyped with VSV-G
protein have been described previously.42 Briefly, 293T
cells were transiently transfected using the calcium
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phosphate co-precipitation protocol with pMDG encod-
ing VSV-G protein, pGagPol encoding gag and pol
(both are generous gift of the Genethon) and MFGeGFP.
Virus containing supernatants were collected 36–72 h
after transfection, filtered and concentrated to titers of
1–5 109. Colony forming units (c.f.u.)/ml as deter-
mined on NIH 3T3 cells.
B16-F10 cells were plated in 35 mm culture dish 24 h
before transduction. On day 0 cells were transduced with
viral vectors at a multiplicity of infection MOI of 100:1.
After transduction (48 h) cells were either passed or
harvested for fluorescence activated cell sorting (FACS)
analysis on a Becton Dickinson FACScan to determine
transfection efficiency. Several independent stably trans-
fected cell lines showing constant EGFP expression levels
as determined by FACS analysis were obtained after
cloning by limiting dilution without applying selective
pressure. One of these cell lines (subsequently defined
as B16F10-EGFP) was used for the experiments
reported here.
Mouse tumor model
Female C57Bl/6 mice were obtained from Rene Janvier
(St Isle, France) and were subjected to an adaptation
period of at least 10 days before experiments. They were
maintained at constant room temperature with a 12-h
light cycle in a conventional animal colony. The mice
were 10–14 weeks old at the beginning of the experi-
ments, weighing 20–25 g.
Tumors were implanted subcutaneously in the right
flank of the mice by inoculation of 1106 B16F10-EGFP
cells in PBS and grown to a size of 5–7 mm in diameter.
Procedures were performed with approved protocols, in
accordance with the French CNRS and EU commission
regulations for laboratory animals’ care.
siRNAs
All siRNAs were purchased from Qiagen Xeragon
(Germantown, MD, USA). The egfp22 siRNA (sense: 50
r(GCAAGCUGA CCC UGA AGU UCA U), antisense: 50
r(GAACUUCAG GGU CAG CUU GCC G)) is directed
against GFPmRNA and was designed according to
Caplen and coworkers.3 The P76 siRNA (sense: 50
r(GCGGAGUGGCCU GCA GGU A)dTT, antisense: 50
r(UACCUG CAGGCC ACU CCG C)dTT) is directed
against an unrelated human mRNA and shows no
significant homology to mouse transcripts according to
Basic Local Alignment Search Tool analysis. It was used
as a control for specificity of the siRNA construct.
In vivo electropulsation
Fifty microlitres of saline solution (i.e. PBS containing 40
units of the RNAse inhibitor RNAsin (Promega, Madi-
son, WI, USA) and either 12 mg of egfp22 or of p76-
siRNA were slowly injected (about 15 s) with a Hamilton
syringe through a 26G needle (Hamilton, Bonaduz,
Switzerland) into the tumor, under isoflurane anesthesia.
In the control conditions, the volume of siRNA was
replaced by the siRNA suspension buffer to keep the
injection conditions similar. Thirty seconds after injec-
tion, an electric pulsation was applied. Plate parallel
electrodes (length 1 cm, width 0.6 mm, interelectrode
distance 6 mm) (IGEA, Carpi, Italy) were fitted around
the tumor. The tumor was previously shaved with a
cream (Veet, Reckitt & Colman, Massy, France). A good
electric contact was obtained between the skin and
the electrodes using a conducting paste (Eko-gel, Egna,
Italy). Electrical parameters were defined by taking into
special consideration pulse duration which appears
a critical parameter for nucleic acid electrotransfer38 as
well as using pulses with reverse polarities that help
electrodelivery by taking advantage of the vectorial
character of the electric field.43 The tumor was electro-
pulsed with selected parameters using the PS 10 CNRS
Electropulsator (Jouan, St Herblain, France). Square-
waved pulses were delivered as described previously.38
Voltage (480 V), pulse duration (5 ms) and frequency of
pulses (1 Hz) were all preset on the Electropulsator.
A train of four pulses plus four additional pulses in the
reverse polarity was delivered. All parameters were
monitored on line with an oscilloscope (Metrix, Annecy,
France). An electronic switch cutting the pulse as soon as
its intensity reached 5 A protected against current surge.
Non-invasive stereomicroscopy fluorescence imaging
in live animals
GFP expression in the tumor cells was detected directly
through the skin on the anesthetized animal by digitized
fluorescence stereomicroscopy. This procedure allowed
the observation of GFP expression on the same animal
during several days. Mice were anesthetized by intra-
peritoneal injection (10 ml/kg) of physiological saline
containing 1 mg/ml xylasine and 5 mg/ml ketamine.
The animals were kept under anesthesia during the
whole procedure.
High-magnification images were obtained with an
epifluorescence stereomicroscope using the 0.8 magnifi-
cation (Leica MZFL III, Germany) and a cooled CCD
camera (Roper Coolsnap fx) as described previously.32 A
15 mm2 part of the animal was observed, which was
suitable to observe the whole tumor. Camera was driven
by the MetaVue software 2.6 (Molecular Devices Cor-
poration, Downington, PA, USA) from a Dell computer.
The exposure time was set at 1 s. with no binning. The
fluorescence excitation was obtained with a Mercury
Arc lamp (HBO, Osram, Germany) and a GFP filter
(Leica Microsystems, Mannheim, Germany) for emission.
The GFP fluorescence from the tumor was quantitatively
evaluated at different days. A transmission picture and
a picture with GFP filter were taken on each tumor.
Analysis of numerical images
From the transmission picture, the tumor was located
and manually gated to give the region of interest (ROI).
On the picture taken with the GFP filter, the mean
fluorescence in the gated area (whole tumor) was
quantitatively estimated. Another ROI was defined next
to the tumor to determine the mean fluorescence back-
ground on the skin and normal tissue. In our experi-
ments, the background fluorescence was systematically
removed even if it was sufficiently low not to interfere
with our quantification, when GFP emission was present.
Numerical values obtained by Metavue analysis soft-
ware were transferred to Microsoft Excel and used for
data analysis. To quantify the knockdown induced by the
delivery of the siRNAs in each tumor, the fluorescence
intensity of the tumor on day 0 (i.e. before the treatment)
was set as the 100% value for each animal and the
‘relative fluorescence on day X0-values were in reference
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to this initial value. This allowed to get rid of the
observed variations in the initial GFP fluorescence of
tumors between the different animals.
Tumor disruption and flow cytometry analysis
Tumors were collected from killed animals, washed
twice with PBS and dissociated by 4–5 strokes using a
dounce tissue disrupter (Polylabo, Strasbourg, France).
The undisrupted tissue was removed by filtration
through five layers of gauze. Cells were subsequently
washed several times by mild centrifugation (5 min at
100 g) in PBS. Five thousand cells from each tumor
sample were then analyzed by flow cytometry using a
FACScan (Beckton Dickinson, Rungis, France) in order
to determine the percentage of the GFP-positive cells.
Threshold GFP fluorescence levels were set from analysis
of control samples, that is cells extracted from untreated
B16F10 GFP tumors.
RNA extraction and quantitative real time PCR
RNA was purified by using the RNeasy Protect mini kit
(Qiagen, Valencia, CA, USA). Immediately after harvest-
ing tumor tissues were submerged in the RNAlater
stabilization reagent and stored at 41C for at least 24 h.
For RNA extraction, stabilized tissues were quickly
transferred in chilled RLT buffer and immediately
disrupted using a Bio101 FastPrep FP120 tissue disruptor
(Qbiogene, Morgan Irvine, CA, USA) for two cycles of
20 s at a setting of 6.0 using lysing matrix D Total RNA
was purified according to Qiagen’s protocol and possible
traces of contaminating genomic DNA eliminated using
the TURBO DNA-free kit (Ambion, Austin, TX, USA).
Quality of the RNA was controlled by agarose gel
electrophoresis. cDNAs were produced from 5 mg of
total RNA by a reverse transcription at 551C for 40 min
using random hexamer primers followed by treatment
with RNase H using the Thermo-Script RT-PCR system
(InVitrogen, Carlsbad, CA, USA).
Quantitative real-time PCR analyses were performed
on the cDNAs with 300 nM of each primers into the 1
SYBR Green PCR Master Mix (Applied Biosystems,
Foster City, CA, USA) using an Abi Prism 7000 Sequence
Detector systems (Applied Biosystems). For each sample,
measurements of gene expression were carried out in
triplicate in 96-well reaction plates. The geNorm44 VBA
applet for Microsoft Excel was used to determine the
most stable reference mRNA transcripts using a set of
seven PCR primer couples targeting different mouse
housekeeping genes. EGFP expression values were
normalized by a factor calculated by geNorm from the
three most stable reference genes: b-glucuronidase, the
YWHAZ tyrosine 3-monooxygenase and b-actin-2. All PCR
primers used in this study were validated for quality of
the amplification by controlling the dissociation curves
of the products and amplification efficiencies. The
primers used for EGFP amplification were primers
EGFP214f (50-GCAGTGCTT CAG CCG CTA C-30), and
EGFP309r (50-AAG AAG ATG GTG CGC TCC TG-30)
which were previously described by Klein and cow-
orkers.45 Other primers were designed using the Primer
Express software (Applied biosystems). The sequences of
the PCR primers for the selected housekeeping reference
genes are the following: b-glucuronidase; b-glucF, 50-
ACTTTA TTG GCT GGG TGT GG-30 and b-glucR, 50-
AAT GGG CAC TGT TGA TCC TC-30; YWHAZ:
mYWHAZ-481F, 50-CGT GGA GGG TCG TCT CAA
GT-30 and mYWHAZ-560R, 50-CTC TCT GTA TTC TCG
AGC CAT CTG-30; b-actin-2: mActbeta2-50, 50-AGC CAT
GTA CGT AGC CAT CCA-30 and mActbeta2-30, 50-TCT
CCG GAG TCC ATC ACA ATG-30.
Statistical analyses
For each condition, 4–9 animals were treated. Only one
tumor was implanted per mouse to avoid possible cross
reactions between the treatments. Differences in fluores-
cence levels between the different conditions were
statistically compared by used an unpaired t-test two-
sided using the KyPlot software (version 2.0 beta 15,
1997–2001 Koichi Yoshioka). *Po0.05 and **Po0.01.
Note added: A recent paper showed that by using an
empirical electrically mediated siRNA transfer the
silencing of the Mitf gene in mice tumors can bring a
temporary reduction in the outgrowth of subcutaneaous
melanoma.46
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2.1.2. Conclusion Les expériences réalisées in vivo montrent que l’électrotransfert du siRNA anti-GFP dans les tumeurs B16F10-GFP sous cutanées est possible et efficace. Une diminution de 80 % de l’intensité de fluorescence GFP des tumeurs est observée 72 h après l’électrotransfert du siRNA. La régulation de l’expression du gène codant la GFP est corrélée à une diminution de 50 % du taux d’ARNm de la GFP 96 h après l’électrotransfert, témoignant ainsi d’un mécanisme de dégradation des messagers de la GFP.  L’effet du siRNA est transitoire car 5 jours après son ET dans les tumeurs, la fluorescence GFP des cellules tumorales revient à sa valeur initiale. L’électroperméabilisation des cellules tumorales en condition EGT est donc une technique efficace pour le transfert de siRNA. 
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2.2.1. Publication : Tracking in vitro and in vivo siRNA electrotransfer in tumor 
cells 
Journal of RNAi and Gene Silencing (2008), 4(1), 281-288.  L’électroperméabilisation est l'une des méthodes non virales utilisée avec succès pour le transfert des petits ARN doubles brins in vitro et in vivo. C’est une approche prometteuse cependant, les processus fondamentaux de transfert de ces molécules ne sont pas connus et sont importants à prendre en compte pour une délivrance efficace dans les tissus.  Notre étude montre l’efficacité de l’électroperméabilisation des cellules pour le transfert d’un siRNA in vitro et in vivo. Le siRNA est dirigé contre l’ARNm de la GFP qui est exprimée de façon stable dans notre modèle de mélanome murin B16F10. Il est également lié de façon covalente à un AlexaFluor 546 pour déterminer sa localisation cellulaire in vitro et in vivo dans des tumeurs par imagerie de fluorescence. La régulation de l’expression du gène codant la GFP est donc mesurée en fonction du temps in vitro, par cytométrie en flux et in vivo, par imagerie de fluorescence non invasive du petit animal. L’efficacité du siRNA in vitro et in vivo est transitoire, il inhibe significativement l’expression du gène codant la GFP 48 h après son électrotransfert puis n’est plus actif au bout de 7 jours. La localisation cellulaire du siRNA est déterminée à l’échelle de la cellule unique par microscopie de fluorescence et des coupes histologiques des tumeurs sont réalisées. Il est retrouvé in vitro et in vivo de façon homogène et diffuse dans le cytoplasme des cellules électroperméabilisées. Cette étude montre que l'électroperméabilisation facilite le transfert du siRNA dans le cytoplasme des cellules et que cette méthode permet une distribution homogène de cette molécule dans les cellules tumorales. L’électroperméabilisation est un outil thérapeutique potentiel pour faciliter la pénétration directe des siRNA dans des tumeurs solides. 
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ABSTRACT 
 
RNA interference-mediated gene silencing offers the potential of targeted inhibition of disease-relevant 
genes. In vivo delivery of RNAi reagents can be obtained by a variety of approaches. Physical delivery 
methods appear safer and lack side effects. Electro-permeabilization is one of the non-viral methods 
successfully used to transfer small interfering RNAs (siRNAs) in vitro and in vivo. A promising approach 
may be, very little is known about the fundamental processes mediating siRNA transfer. In this study, we 
have investigated cellular delivery pathways involved in electro-delivery of siRNAs by a direct fluorescence 
imaging method. An Alexa-labeled siRNA was electro-transferred into murine melanoma cells stably-
expressing the enhanced green fluorescent protein (eGFP) target reporter gene. The silencing of eGFP gene 
expression was quantified by time-lapsed fluorescence microscopy. Fluorescently-labeled siRNAs were 
found distributed homogeneously in cytoplasm 48 hours after electro-transfer, apparently by diffusion. 
Furthermore, siRNAs showed homogeneous distribution in vivo 48 hrs after intra-tumoral injection followed 
by electro- permeabilization. Histological fluorescence microscopy showed that siRNAs were mostly 
localized in the cytoplasm. Overall, this study shows that electro-permeabilization facilitates cytoplasmic 
distribution of siRNA, both in cultured cells and in vivo. This method offers a potential therapeutic tool to 
facilitate direct siRNA penetration into solid tumors. 
 
KEYWORDS: Electro-permeabilization, electro-poration, RNAi, tumors, fluorescence microscopy 
 
 
 
INTRODUCTION 
 
RNA interference offers a powerful approach to silence 
post-transcriptional gene expression (Fire et al, 1998) and 
thus have considerable therapeutic potential (Novina and 
Sharp, 2004; Akhtar and Benter, 2007). The future use of 
siRNA as therapeutics will largely rely on the 
development of efficient in vivo delivery methods, which 
remains a major challenge (Rossi, 2005; Ryther et al, 
2005; Aigner, 2007). A safe siRNA delivery approach 
requires direct transfer of molecules to the cytoplasm, 
avoiding off-target interactions associated with the cellular 
uptake pathways (Heidel et al, 2004). Electric pulses are 
known to strongly stimulate cellular uptake of various 
drugs that otherwise show intrinsically poor cellular 
delivery. Electric pulses have also been frequently used to 
deliver drug, siRNAs and plasmids into organs and tissues, 
in vivo (Li, 2004; Wells, 2004; Golzio et al, 2005; Golzio 
et al, 2007). In rodents, electric pulses have been used to 
deliver siRNAs into various organs, such as skin (Zhang et 
al, 2002), eyes (Matsuda and Cepko, 2004), brain 
(Akaneya et al, 2005), muscles (Golzio et al, 2005; 
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Kishida et al, 2004), joint tissue (Inoue et al, 2005) and 
kidneys (Takabatake et al, 2005). However, electro-
delivery of large nucleic acids (e.g., plasmids) is less 
efficient in solid tumors (Rols et al, 1998; Coralli et al, 
2001; Cemazar et al, 2002). Electro-delivery offers several 
specific advantages: for example, delivery of molecules is 
restricted to the volume where the electric field is 
generated (Miklavcic et al, 1998); pulse parameters are 
fully and easily controlled; very few side effects have been 
reported for these treatments emphasizing the suitability of 
this physical method for clinical use. 
 
Studies on electro-chemotherapy and electro-genotherapy 
to enhance the delivery of small molecule drugs and 
nucleic acids, respectively, are currently underway (e.g., 
ESOPE and Angioskin European projects). Previously, we 
generated B16-F10 melanoma cell line stably-expressing 
enhanced green fluorescent protein (eGFP) and showed 
that electrical treatment led to siRNA-mediated 
endogenous gene silencing in solid tumors (Golzio et al, 
2007). In this study, in order to assess the intra-cellular 
distribution of siRNAs, we compared in vitro and in vivo 
efficacy in gene silencing by electro-transferred 
fluorescent and non fluorescent siRNA. We then followed 
the intra-cellular localization of fluorescently-labeled 
siRNA in cultured cells and in solid tumors, in vivo. 
 
MATERIALS AND METHODS 
 
Cell culture 
B16-F10 melanoma cells expressing the enhanced Green 
fluorescent protein (B16F10-eGFP), produced by 
retroviral transduction (see Cemazar et al, 2006) were 
maintained in Eagle’s minimum essential medium 
(EMEM; Gibco-Invitrogen, USA) with 10% (v/v) foetal 
calf serum (Gibco), penicillin (100 units/ml, Gibco–
Invitrogen), streptomycin (100 mg/ml, Gibco-Invitrogen) 
and L-glutamine (0.58 mg/ml, Eurobio, France) in a 5% 
(v/v) CO2 humidified incubator at 37°C (Jouan, France). 
 
siRNAs 
All siRNAs were purchased from Qiagen Xeragon (USA). 
The eGFP22 siRNA (sense: 5‘GCAAGCUGACCCUGAA 
GUUCAU, antisense: 5’GAACUUCAGGGUCAGCUUG 
CCG) was directed against eGFP mRNA and was 
designed according to Caplen and coworkers (Caplen et al, 
2001). To determine the localization of siRNA, a 
fluorescent Alexa Fluor 546 labeled siRNA was used. The 
P76 siRNA (sense: 5’GCGGAGUGGCCUGCAGGUA 
dTdT, antisense: 5’ UACCUGCAGGCCACUCCGC 
dTdT) was directed against an unrelated human mRNA 
and shows no significant homology to mouse transcripts 
according to Basic Local Alignment Search Tool analysis. 
It was used as a control for specificity of the siRNA 
constructs. 
 
Permeabilization of cultured cells and electro-transfer 
of siRNAs  
The penetration of Propidium Iodide (100 µM in a pulsing 
buffer: 10 mM phosphate, 1 mM MgCl2, 250 mM sucrose, 
pH 7.4) (Sigma) was used to monitor permeabilization. 100 
µl of the cell suspension (i.e., 5x10
5
 cells) in the pulsing 
buffer was placed in electro-pulsation chamber, which was 
designed using stainless steel parallel plates electrodes (10 
mm length, 0.5 mm thick and 4 mm inter-electrode 
distance) brought in contact to the bottom of a 35 mm Petri 
dish (Nunc, Denmark). Electro-pulsation (EP) was operated 
by using a CNRS cell electro-pulsator (Jouan), which 
delivered square-wave electric pulses. An oscilloscope 
(Enertec, France) monitored pulse shape online. A uniform 
electric field was generated when the voltage pulse was 
delivered. Ten pulses with controlled duration of 5 ms, at a 
frequency of 1 Hz, were applied at preset electric field 
intensities at room temperature (25°C). Membrane re-
sealing occurred 5 min after pulse application, keeping 
internalized dyes trapped. Cells were analyzed by flow 
cytometry (Becton Dickinson FACScan) to determine the 
percentage of permeablized cells (i.e., fluorescent cells). 
Cell viability 24 hrs after the treatment was determined by 
coloration using Crystal Violet (Merck, Germany). 
 
Electro-transfer of siRNAs was performed using optimum 
parameters for cell permeabilization. Cells in suspension 
(5x105 cells) were transfected with 2 µg of siRNA in 
pulsing buffer under the same conditions as for 
permeabilization. Cells were then analyzed by flow 
cytometry in order to determine the percentage of cells 
expressing the eGFP, and their associated fluorescence 
intensity. Cells were then treated with siRNAs and 
electrical pulses, and were sorted out by flow cytometry 
(FACScalibur, Becton Dickinson) 48 hrs after treatment to 
identify silenced cells with silenced eGFP. Selected cells 
were observed under a microscope. 
 
Cell Viability analysis 
Cell viability was determined by the ability of cells to 
grow and divide over a 24 hour period (Gabriel and 
Teissie, 1995). Cells were pulsed, kept for 10 min at 30
o
C 
and then grown on Petri dishes after adding 1 ml of culture 
medium for 24 hrs at 37oC, in a 5% (v/v) CO2 incubator. 
Viability was measured by counting cells with the 
coloration method as above. 
 
Mouse tumor model 
Female C57Bl/6 mice were obtained from Rene Janvier 
(St Isle, France) and were subjected to an adaptation 
period of at least 10 days before experimentation. They 
were maintained at a constant room temperature with a 12 
hrs light cycle in a conventional animal facility. The mice 
were 10-14 weeks old at the beginning of the experiments 
weighing 20-25 g. Tumors were implanted subcutaneously 
in the right flank of the mice by inoculation of 106 
B16F10-eGFP cells in PBS and grown to a size of 5-7 mm 
in diameter. All procedures were performed with approved 
protocols, in accordance with the French CNRS and EU 
commission regulations for laboratory animals’ care. 
 
In vivo electro-pulsation 
Fifty µl of saline solution (i.e., PBS containing 40 U of the 
RNase inhibitor, RNAsin) (Promega, USA) and either 12 
µg of eGFP22 or of p76 siRNA were slowly injected (for 
about 15 sec) with a Hamilton syringe through a 26G 
needle (Hamilton, Switzerland) into the tumor, under 2% 
(v/v) isoflurane anesthesia. In the control conditions, the 
volume of siRNA was replaced by siRNA suspension 
buffer to keep the injection conditions similar. Electro-
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pulsation was applied 30 sec after injection. Parallel plate 
electrodes (length 1 cm, width 0.6 mm, inter-electrode 
distance 6 mm) (IGEA, Italy) were fitted around the tumor 
that had been previously shaved with a cream (Veet, 
Reckitt & Colman, France). A good electric contact was 
achieved between the skin and the electrodes using a 
conducting paste (Eko-gel, Italy). Electrical parameters 
were defined by taking pulse duration into special 
consideration, which appears critical for nucleic acid 
electro-transfer, Pulses with reverse polarities were also 
used to help electro-delivery by taking advantage of the 
vectorial character of the electric field. Square-waved 
pulses were delivered as described previously (Golzio et al, 
2007; 480 V, 5 ms, 1 Hz). A sequence of four pulses was 
applied, followed by additional four pulses with the reverse 
polarity. An electronic switch cut the pulse as soon as their 
intensity reached 5A to protect against current surges. 
 
Non-invasive stereomicroscopic fluorescence imaging 
of live animals 
GFP expression in the tumor cells was detected directly 
through the skin in the anesthetized animal by digitized 
fluorescence stereomicroscopy. This procedure allowed 
observation of GFP expression in the same animal for 
several days. Briefly, mice were anesthetized with 2% (v/v) 
of isoflurane and were kept under anesthesia during the 
whole procedure. High-magnification images were 
obtained with an epifluorescence stereomicroscope using 
0.8 magnification (Leica MZFL III, Germany) and a cooled 
CCD camera (Coolsnap fx, Roper Scientific, France) as 
previously described Golzio et al, 2005). A 15 mm2 part of 
the animal was observed, which covered the whole tumor. 
Camera was driven by the MetaVue software 2.6 
(Molecular Devices Corporation, USA) from a PC (Dell, 
France). The exposure time was set at 1 sec with no 
binning. The fluorescence emission was obtained with a 
HBO lamp (Osram, Germany), using either a GFP or a G 
filter set (Leica Microsystems, Germany). The eGFP 
fluorescence from the tumor was measured quantitatively 
for one week, while the Alexa Fluor 546 labeled siRNA 
was detected ex vivo 48 hr after the treatment. 
 
Histological sectioning 
Mice were sacrificed by cervical dislocation at 48 hrs and 
tumors were rapidly observed by stereomicroscopy. The 
tissue was then mounted in the optimum cutting 
temperature (OCT) compound (Tissue-Tek, Sakura 
Finetek, NL), and was frozen in liquid nitrogen and 
pentane. Thin sections were cut at a 15 µm thickness from 
the OCT compound blocks using a cryostat (Leica 
CM3050 S) at -20
o
C. 
 
Confocal fluorescence microscopy 
Cells and histological sections of tumors were visualized 
by confocal microscopy. GFP and Alexa Fluor 546 signals 
were detected with Zeiss LMS inverted confocal 
microscope equipped with a 488 nm laser for the GFP and 
with a 514 nm laser for the Alexa Fluor 546, using a Zeiss 
X40 objective (1.3 numerical aperture, oil immersion). 
Laser power and photomultiplier setting were kept 
identical for all samples to make the results comparable. 
Images were recorded and analyzed with the Zeiss 
LMS510 software (EMBL, Germany). 
Statistical analysis 
For each condition, 3 to 5 independent experiments were 
performed. Differences in percentages or relative 
fluorescence levels between the various conditions were 
statistically compared by using unpaired Student t-test 
two-sided using Microsoft Excel software. *0,05<P≤0,1, 
** 0.01<P≤0.05 and ***P≤0.01. 
 
RESULTS 
 
In vitro cell permeabilization and cell viability 
Permeabilization of cells was performed by application of 
long duration electric pulses (EP), which are required to 
load macromolecules into cells. Permeabilization of 
B16F10 cells was only detected for electric field values 
higher than a threshold. The threshold value was between 
300 and 400 V/cm (Figure 1). At the optimum electric 
field intensity (600 V/cm), cell viability (V=95%) was 
preserved while a large fraction of cells was permeabilized 
(P= 57%). The percentage of viable permeabilized cells 
PV was 52% +/-15 (PV=P+V-100, i.e. (95%-100)+57%) 
(Teissie et al, 1999). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 1. Electric field intensity effect on permeabilization and 
viability. Percentages of permeabilized cells, cell viability and 
viable permeabilized cells were plotted as a function of the electric 
field intensity. Permeabilization was assayed by the penetration of 
PI in cells and analyzed by flow cytometry (▲). The live cells 
were determined 24 hrs after the treatment by crystal violet 
coloration (■). Error bars represent standard deviation. The 
percentage of viable permeabilized cells were determined by 
calculating (permeabilization (%)+viability(%) –100). 
 
 
 
In vitro electrotransfer of siRNAs 
The transfer of the eGFP22 siRNA was carried out by 
electropermeabilization of cells in suspension. We chose 
the electric field value of 600 V/cm shown to give a high 
number of permeabilized and viable cells. The percentage 
of cells expressing eGFP (GFP positive cells) was 
quantified as function of time (data not shown). Figure 2 
shows relative percentage of cells expressing eGFP 48 hrs 
after a single treatment as well as the change in mean 
fluorescence intensity. 
 
In all control experiments, relative percentages of cells 
expressing the eGFP were not significantly changed 
(Figure 2). Indeed, if an unrelated non-silencing siRNA 
192
 ©The Authors | Journal of RNAi and Gene Silencing | May 2008 | Vol 4, No 1 | 281-288 | OPEN ACCESS 
284 
(negative siRNA) was electrotransferred, no changes in the 
percentage of eGFP positive cells were detected. As 
expected, the electrical treatment itself (+EP) had no 
effect. If eGFP22 siRNA (i.e. anti-eGFP siRNA Alexa 
Fluor 546 or anti-eGFP siRNA) was injected without EP 
application, no reduction in the percentage of GFP positive 
cells was observed. When the eGFP22 siRNA were 
electrotransferred (siRNA injection+ EP), a significant 
decrease in the percentage of eGFP positive cells were 
observed. The decrease was maximal from days 2 to 4 
(data not shown). At day 2, the percentage of cells 
expressing eGFP decreased to 57.8%±3 for treatment with 
unlabeled siRNA and to 50.8%±3 for the Alexa labeled 
siRNA. The relative mean fluorescence intensity of the 
population decreased to 45.2%±3 for the unlabeled siRNA 
and to 45.8%±3 for the Alexa labeled siRNA, while the 
relative mean fluorescence intensity of eGFP positive cells 
did not show any detectable change. The effect of siRNA 
was found to be transient. The percentage of cells 
expressing eGFP returned to its initial value at day 7 post-
treatment (data not shown). Alexa labeled siRNA 
electrotransfer (siRNA anti-eGFP Alexa Fluor 546+EP) 
showed the same silencing efficacy on the eGFP expression 
as unlabeled siRNA (Figure 2). This observation validated 
its reliable use in further experiments for the visualization 
of its localization within cells. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 2. Level of silencing by siRNAs in vitro at 48 hrs. Cells 
in suspension were incubated in the presence of 1.4 µM siRNA 
(either negative siRNA or anti-GFP siRNA, labeled with Alexa 
Fluor 546 or unlabelled) in pulsing buffer. Ten pulses of 5 ms at 
frequency of 1 Hz were applied at 0.7 kV/cm (+EP). Grey bars 
represent relative percentage of GFP expressing cells quantified 
at 48 hrs by flow cytometry. Black bars represent mean 
fluorescence intensity (IF) of the cell population relative to that 
of untreated cells. White bars show mean fluorescence intensity 
of cells, which remain GFP positive after electropulsation 
relative to the one of untreated cells. Error bars represent 
standard deviation. 
 
 
 
Localization of the siRNA into cells after 
electrotransfer in vitro 
Forty eight hours after pulsing cells with siRNA, eGFP 
negative cells were sorted out by flow cytometry. These 
cells were observed by confocal microscopy to visualize 
the labeled siRNA localization within cells and to evaluate 
eGFP expression. The results were compared with cells 
simply incubated with the siRNA (Figure 3). No Alexa 
signal was detected in non-pulsed cells (-EP) (Figure 3, 
upper panels). After electrotransfer of siRNA labeled with 
Alexa Fluor 546 in cells (+EP), eGFP signal in cells 
reduced as compared with the control cells. Alexa signal 
was observed only in the cytoplasm (Figure 3, lower 
panels). A strong nuclear labeling of a few ‘dead’ tumor 
cells was observed, suggesting interaction between the 
siRNA or the Alexa Fluor 546 and the DNA of dead cells. 
Thus a decrease in the fluorescence intensity of eGFP 
indicates that electropermeabilization resulted in free 
cellular loading of labeled siRNA in active form. 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 3. Localization of anti eGFP siRNA labeled with Alexa 
Fluor 546 48h after electrotransfer in vitro. Cells in suspension 
were incubated in the presence of 1.4 µM siRNA in the pulsing 
buffer. Ten pulses of 5 ms at frequency of 1 Hz were applied at 
0.7 kV/cm. 48 hr after siRNA electrotransfer (+EP) (lower 
panels), cells were sorted out by flow cytometry and were 
observed by confocal microscopy with x40 objective. A zoomed 
picture of one cell is displayed in small boxes. Non-
electrotransfected cells (-EP) were observed (top) using the same 
acquisition parameters. eGFP constitutively expressed in cells 
was detected with a 488 nm Argon laser (panels on left). Alexa 
Fluor 546-labeled siRNAs were detected with a 514 nm Helium-
Neon laser (central panels). A merged image of the two (panels 
on right) points to the cytoplasmic localization of the siRNA. 
 
 
 
Electrotransfer of siRNAs in vivo 
When tumors reached an average diameter of 5-7mm a 
labeled siRNA directed against the eGFP gene (Alexa 
Fluor 546 eGFP22 siRNA) or an unrelated non-silencing 
siRNA (negative siRNA) was injected slowly into the 
mouse tumor. Approximately 30 sec after injection, 
electric pulses were delivered at 800 V/cm. The higher 
field intensity was needed due to the skin shunting effect 
(Mossop et al, 2006). These conditions were chosen as 
they were previously shown to induce in vivo both reporter 
gene expression (Rols et al, 1998) and siRNA-mediated 
gene silencing in solid tumors with no tissue damage 
(Golzio et al, 2007). As reported previously, a muscle 
contraction was observed when an electric pulse was 
applied. Neither local burns nor edema or short or long-
lived loss of functions were observed in our experiments. 
When the eGFP22 siRNA was electrotransferred (anti-
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GFP+EP), a significant decrease in the eGFP fluorescence 
of the tumor was observed within 48 hr following the 
treatment as observed by direct imaging on the animals 
(Figure 4). The decrease was maximal between days 2 to 4 
(data not shown). RNase inhibitor in the injection buffer 
appeared important, as only a non-statistically significant 
decrease of the fluorescence was obtained when the 
inhibitor was absent (data not shown). The decrease of 
eGFP fluorescence observed upon eGFP22 Alexa labeled 
siRNA electrotransfer was not observed in the different 
control groups (Figure 4). Furthermore, electrotransfer of 
an unrelated siRNA (negative siRNA) did not lead to 
changes in eGFP expression as compared with the other 
controls. As expected the electrical treatment itself 
(PBS+EP) had no effect on eGFP expression in tumor. 
Interestingly, if no EP were applied after injection of the 
eGFP22 Alexa labeled siRNA (anti-eGFP-EP) no 
reduction of the eGFP expression relative to controls was 
observed. Thus a synergy between the injection and the 
electrical treatment was needed for efficient delivery of 
siRNA into tumor cells. Growth of tumors was not 
affected by any treatment (intratumoral injection of the 
siRNA and/or EP). This confirmed our previous results 
showing the same effect (60% of gene expression decrease 
48 hr after siRNA electrotransfer) using the same siRNA 
sequence without the fluorescent-labeling (Golzio et al, 
2007). These results further demonstrated that the labeling 
of the siRNA did not affect its efficacy, in vivo. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 4. In vivo siRNA electrotransfer in B16F10 eGFP tumors. 
Digital imaging was used to quantify the time lapse fluorescence 
of B16F10 eGFP tumors. For each animal, the mean fluorescence 
of the tumor was quantified on a relative scale using as a 100% 
reference value the fluorescence intensity measured just before 
treatment (day 0). B16F10 eGFP tumors were injected with 
either PBS (PBS+EP) or unrelated siRNA (negative siRNA+EP) 
both injections followed by electrical treatment or injected with 
the eGFP22 siRNA without or with electrotransfer (anti-eGFP). 
Differences in fluorescence levels between conditions were 
statistically compared by using an unpaired t-test two-sided using 
the Excel software. **0.05<P<0.01 were plotted when observed. 
No statistically significant differences (P>0.05) in mean eGFP 
fluorescence levels were observed between the various samples. 
Vertical bars represent standard deviation. The number of mice 
was from three to nine. 
Biodistribution of the siRNA after electrotransfer in 
the tumor 
Forty eight hours after the treatment, the mice were 
euthanatized. The tumors were removed and visualized by 
fluorescence stereomicroscopy. No signal of Alexa Fluor 
546 was detected in the non-pulsed tumors (-EP) (Figure 
5, upper panels). After electrotransfer of the Alexa labeled 
siRNA (+EP), GFP fluorescence in the tumors was 
reduced as compared with the control tumors. Moreover, 
the Alexa signal was observed to be homogeneously 
distributed in tumors (Figure 5, lower panels). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 5. Observation of the anti-eGFP siRNAs labeled with 
Alexa Fluor 546 after electrotransfer in tumors. 48 hr after 
electrotransfer (+EP) the tumors were removed and observed 
under stereo-microscopy, and were compared with the non-
electrotransfected tumors (-EP). Left panels, constitutively 
expressed eGFP; middle panels, siRNA labeled with Alexa Fluor 
546; right panels, merged image of left and middle panels (which 
emphasizes uniform distribution of the siRNA in the tumor). 
 
 
 
Localization of the siRNA after electrotransfer in 
tumors 
Histological sections of frozen tumors were observed by 
confocal microscopy to visualize the expression of eGFP 
and the localization of labeled siRNAs in the cells (Figure 
6). No Alexa fluorescence was detected in non-pulsed 
tumors (-EP) (Figure 6, upper half). After electrotransfer of 
the Alexa labeled siRNA (+EP), the eGFP signal of the 
cells reduced as compared with the control cells. The 
distribution of the siRNA was homogeneous in 
electrotransfected tumors, both in the middle as well as on 
the periphery. At cellular level, the Alexa signal was 
observed only in the cytoplasm (Figure 6, Lower half). A 
strong nuclear labeling of a few tumor cells was observed 
which was consistent with the similar observations in vitro 
in dead cells. 
 
DISCUSSION 
 
RNAi mediated gene-silencing has emerged as a powerful 
approach for gene function analysis in mammalian cells. 
Furthermore, the high efficacy of RNAi approaches and 
fewer side-effects makes them an attractive alternative to 
antisense oligonucleotides and ribozymes for nucleic acid-
based therapies. There are two potential therapeutic RNAi 
strategies: First approach involves sustained production of 
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inhibitory RNAs, conferred by replicons, such as plasmids 
or viral vectors. This approach faces the difficulties 
encountered by conventional gene therapy methodologies 
and those associated with the use of viral vectors. The 
second approach is based on exogenous delivery of 
chemically synthesized siRNAs, which presents the 
advantage of terminating the therapeutic treatment in the 
case of a side-effect, which is not possible for methods 
involving replicon-based delivery. A lowering in 
production costs of siRNAs in the past few years further 
makes them attractive alternatives to small molecule drugs. 
The main obstacle to the therapeutic application of siRNAs 
is their in vivo delivery. Thus there remains the need of an 
efficient intracellular delivery method (Dykxhoorn et al, 
2006; Rossi, 2005; Xie et al, 2006). Electric pulses induce a 
major reorganization of the plasma membrane of cells 
leading to a transient "permeabilized" state (Golzio et al, 
2002). This physical technique has been previously used by 
different groups, including ours, to locally deliver siRNAs 
in various tissues (Takabatake et al, 2005 Golzio 2005, 
2007; Zhang et al, 2002). As previously reported, we 
observed that the electrical treatment for reversible 
permeabilization had no detectable effect on tumor growth. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 6. Localization of the anti eGFP siRNAs labeled with 
Alexa Fluor 546 after electrotransfer in tumors. Forty eight hours 
after the electrotransfer of the siRNA (+EP) (lower half), the 
tumors were removed, sliced and observed under a confocal 
microscope with x40 objective at 0.7 magnification. Non-
electrotransfected tumors (-EP) were (top half) compared with 
electrotransfected tumors. The eGFP expression in cells was 
detected with a 488 nm Argon laser (left) and the siRNAs labeled 
with Alexa Fluor 546 were detected with a 514 nm Helium-Neon 
laser (centre). A merged image of the left and middle panels is 
shown on in the right panels in order to localize siRNAs. 
In this study, we investigated approaches to tracking 
siRNA upon electrodelivery. Furthermore, we defined 
experimental systems to visualize and quantify down-
regulation of a constitutively expressed eGFP reporter 
gene, and the localization of siRNAs in subcutaneous B16-
F10 melanoma tumors using fluorescence imaging. A 
similar imaging approach was previously used in ovo 
(Pekarik et al, 2003). 
 
We observed that permeabilization of murine melanoma 
cells could be achieved by application of long electric 
pulses, which have been shown to be required for loading 
macromolecules into cells (Cemazar and Sersa, 2007; 
Golzio et al, 2007; Rols et al, 1998). As previously 
observed in many systems, in vitro permeabilization of 
B16F10 cells was only detected for electric field values 
higher than 300 V/cm (Figure 1). Under such electric pulse 
conditions, cell viability was only slightly affected by 
increasing electric field intensity. The optimum electric 
field intensity (600V/cm) was selected by calculating the 
percentage of viable permeabilized cells (52%+/-15).  
 
eGFP signal in cells electrotransfected with siRNAs 
decreased in the regions of 51% to 57% of the total eGFP 
expressing cells. This suggests that the level of eGFP 
expression decreased in most viable cells that had been 
permeabilized. This observed silencing was neither due to 
the electric treatment nor the siRNAs alone: Without the 
application of the electric field, siRNAs failed to enter the 
cells (Figure 3), and did not show detectable silencing of 
eGFP expression (Figure 2); furthermore, the electric field 
alone had no effect on eGFP expression. When the siRNA 
was electrotransferred, the percentage of eGFP expressing 
cells decreased significantly at 48 hrs (Figure 2) and the 
Alexa fluorescence was visualized homogeneously in the 
cytoplasm of the electro-treated cells (Figure 3). This is in 
agreement with the cytoplasmic localization of its target 
(mRNA) (Berezhna et al, 2006; Matsuda and Cepko, 
2004). No siRNA was detected in the nucleus of viable 
cells although it showed considerable affinity for nuclei of 
dead cells (Figure 6). The silencing of the eGFP 
expression was significant at 48 hrs as predicted from the 
life time of the eGFP:24hrs (Corish and Tyler-Smith, 
1999). The effectiveness of the anti-eGFP 
electrotransferred siRNA labeled with Alexa Fluor 546 
was transient (data not shown). This could be explained by 
the short lifetime of this siRNA (that did not carry any 
stabilizing chemical modification), which could be 
degraded by intracellular nucleases (Corey, 2007; Elmen 
et al, 2005; Mook et al, 2007). Moreover, the intracellular 
concentration of siRNAs is also expeted to decrease during 
cell division (Paroo and Corey, 2004). 
 
Our study of siRNA delivery by electropulsation showed 
that siRNA molecules had a direct, free access to the 
cytoplasm (Figures 3 and 6). The other non-viral, chemical 
delivery methods (such as those involving the use of 
nanoimmunoliposomes and polyethyleneimine), the uptake 
mechanism appears to involve the endocytosis pathway, in 
which siRNA molecules had to escape from the endosomal 
compartment to access the target mRNAs in the cytoplasm 
(Pirollo et al, 2007; Jiang et al, 2008). Electrodelivered 
siRNAs were thus directly available to interact with the 
195
Résultats - Partie 2
 ©The Authors | Journal of RNAi and Gene Silencing | May 2008 | Vol 4, No 1 | 281-288 | OPEN ACCESS 
287 
target mRNAs. We anticipate that this direct access may 
help reduce the induction of off-target effects but this 
requires further investigation (Crombez et al, 2007).  
 
We also followed the effect of electrical treatment on 
knockdown of eGFP expression knockdown with siRNAs, 
in vivo. In agreement with a previous report by Filleur et al 
(2003), we did not observe any detectable reduction in 
eGFP expression after intratumoral injection of the 
eGFP22 siRNA alone (Figures 3). eGFP expression 
knockdown was only observed on the application of 
electric pulses. The fluorescence imaging data showed that 
electrical treatment was essential for intracellular uptake 
of the siRNA following direct intratumoral injection. A 
key observation was that siRNA appeared distributed 
homogeneously throughout the cytoplasm of the tumor 
tissue cells. This suggests that the siRNAs were not being 
trapped in endosomal compartments. Furthermore, 
electrotransfer appeared to be affecting all cells in the 
pulsed volume as a strong inhibition was monitored up to 
two days after the treatment. 
 
CONCLUSIONS 
 
The direct access to the cytoplasm by siRNAs after 
electrotransfer emphasizes that this electro-physical 
method is a powerful tool for effective siRNA delivery, ex 
vivo and in vivo. 
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2.2.2. Conclusion 
In vitro, le siRNA se localise de façon diffuse dans le cytoplasme des cellules électroperméabilisées 48 h après son électrotransfert. La technique de transfert utilisée permet un accès direct du siRNA au niveau de sa cible qui est l’ARNm de la GFP présent essentiellement dans le cytoplasme des cellules. Ces résultats sont en accord avec la localisation cellulaire du siRNA électrotransféré dans les cellules tumorales in vivo. Il est absent dans les cellules tumorales non électroperméabilisées et il est retrouvé de façon diffuse dans le cytoplasme des cellules ayant subies ses effets et marque les noyaux des cellules nécrosées. Cette localisation est observée durant 72 h. La distribution du siRNA dans les masses tumorales prélevées est uniforme ce qui montre que l’électroperméabilisation dans les conditions EGT croisées permet de distribuer le siRNA dans pratiquement toutes les cellules de la masse tumorale.  
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2.3. Etudes complémentaires de l’efficacité de l’ET du siRNA in vivo Ces travaux ont pour but de corréler les observations faites in vitro sur les cellules B16F10-GFP en suspension et les effets du siRNA in vivo sur les cellules tumorales implantées chez l’animal. En effet, la condition ECT apparaît efficace pour transférer le siRNA in vitro et nous souhaitons vérifier son efficacité in vivo. De même, nous avons observé in vitro que le siRNA n’a pas d’effet lorsqu’il est ajouté après EP des cellules en suspension et nous voulons savoir si c’est le cas in vivo.  
2.3.1. Condition ECT Le but de cette expérience est de comparer les conditions EGT et ECT in vivo sur des tumeurs implantées chez la souris. 12 µg de siRNA anti-GFP sont injectés en intratumoral puis 2 x 4  impulsions croisées de 1,3 kV/cm d’une durée de 100 µs à la fréquence de 1 Hz sont appliquées en condition ECT. Cette condition est comparée à l’injection de PBS suivie de l’application d’impulsions de type EGT (2 x 4  impulsions croisées de 0,8 kV/cm d’une durée de 5 ms à la fréquence de 1 Hz) ou ECT et avec l’ET de 12 µg de siRNA en condition EGT. L’effet du siRNA anti-GFP est évalué sur 3 jours par mesure de l’intensité de fluorescence moyenne des tumeurs exprimant la GFP par numérisation d’images au stéréomicroscope de fluorescence à l’aide d’une caméra CCD (Figure III-22A). Sur la figure III-22A, seuls les clichés à J3 (72 h après le traitement des tumeurs) pour les conditions d’injection de siRNA suivie de l’EP montrent une diminution de l’intensité de fluorescence GFP des tumeurs.  La quantification de l’intensité de fluorescence relative à J0 en fonction du temps montre que l’injection du siRNA anti-GFP ou l’EP (en conditions EGT et ECT) seuls ne provoquent pas de variation de l’intensité de fluorescence GFP des tumeurs sous cutanées (Figure III-22B et C). Par contre, lorsque le siRNA est électrotransféré dans les conditions EGT et ECT, ce paramètre diminue de manière significative en 2 jours. Les deux conditions d’ET du siRNA provoquent une diminution de 80 % de l’intensité de fluorescence GFP des tumeurs sous cutanées mesurée à 72 h.      
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Figure III-22 : ET du siRNA dans les tumeurs B16F10-GFP. 12 µg de siRNA anti-GFP sont injectés en intratumoral et les tumeurs sont électroperméabilisées en condition EGT (2 x 4  impulsions de 0,8 kV/cm, 5 ms, 1 Hz) ou en condition ECT (2 x 4 impulsions de 1,3 kV/cm, 100 µs, 1 Hz). (A) L’intensité de fluorescence GFP des tumeurs sous cutanées est mesurée durant les 3 jours suivant le traitement par acquisition d’images avec un stéréomicroscope de fluorescence. (B) Mesures de l’intensité de fluorescence GFP des tumeurs sur 3 jours. (C) Mesures de l’intensité de fluorescence GFP des tumeurs 72 h après le traitement dans les tumeurs. (n = 3 ; barres d’erreur = DS).  
Il apparait donc que les conditions EGT et ECT sont équivalentes pour le transfert de siRNA in 
vivo. 
A 
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2.3.2. Injection du siRNA après EP des tumeurs Afin de déterminer si le siRNA anti-GFP pénètre dans les cellules et a un effet sur la régulation de l’expression du gène de la GFP lorsqu’il est présent après EP des cellules tumorales, 12 µg de siRNA anti-GFP sont injectés en intra-tumoral post EP (condition EGT : 2 x 4 impulsions croisées de 0,8 kV/cm, 5 ms, 1 Hz). L’effet du siRNA anti-GFP est évalué 3 jours après le traitement des tumeurs par mesure de l’intensité de fluorescence des tumeurs sous cutanées exprimant la GFP des images obtenues par stéréomicroscopie de fluorescence (Figure III-23A). Sur la figure III-23B, il apparaît que lorsque le siRNA est injecté en intratumoral après EP des tumeurs, il ne fait pas varier l’intensité de fluorescence GFP des tumeurs sous cutanées à 72 h comme quand il est injecté avant la perméabilisation des tumeurs.  
   
  
 
Figure III-23 : Effet du siRNA lorsqu’il est injecté en IT après EP des tumeurs. En A, il s’agit des images acquises sur 3 jours d’une tumeur exprimant la GFP (images de fluorescence correspondant à la GFP ; colorées en pseudo-couleur) injectée avec le siRNA (12 µg) après EP (2 x 4 impulsions croisées de 0,8 kV/cm, 5 ms, 1 Hz). En B, il s’agit des mesures de la fluorescence GFP des cellules tumorales sous cutanées à 72 h. (n = 3 ; barres d’erreur = DS).  
Le siRNA ne pénètre pas de façon efficace dans les cellules tumorales lorsqu’il n’est pas présent 
pendant l’application des impulsions électriques perméabilisantes. Il doit impérativement être injecté 
dans les tumeurs avant l’EP pour réguler l’expression du gène ciblé. Les résultats obtenus in vitro 
sont donc vérifiés. 
 J0 J1 J2 J3 
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2.4. Electrotransfert de siRNA à visée thérapeutique : siRNA anti-VEGF et anti-VEGFR Le but de cette expérience est d’étudier l’électrotransfert de siRNA à visée thérapeutique anticancéreuse dans des cellules tumorales in vivo. Ces siRNA ciblent les ARNm du facteur de croissance VEGF et de ses récepteurs impliqués dans les processus d’angiogenèse. En ciblant ces deux types d’ARN messagers, nous pensons que l’EP couplée à l’injection des siRNA spécifiques permettra de diminuer significativement la croissance et l’angiogenèse tumorale.  L’originalité de notre approche est d’étudier l’efficacité de l’ET des siRNA anti-VEGF et anti-récepteurs au VEGF (VEGFR) dans des tumeurs par imagerie de fluorescence et notamment par microscopie intravitale. En effet, par cette technique, le volume tumoral, la densité des vaisseaux tumoraux et leur complexité peuvent être quantifiés et étudiés suite à un traitement antitumoral.  
2.4.1. Contexte L’angiogenèse est un processus physiologique décrivant la croissance de nouveaux vaisseaux sanguins à partir de vaisseaux préexistants. Ce phénomène biologique est indispensable à la survie de l’organisme (développement musculaire, croissance osseuse…) cependant, un excès de ce processus aboutit à des pathologies dont la croissance tumorale et la formation de métastases. Ainsi, la lutte contre l’angiogenèse en inhibant le développement vasculaire constitue une thérapie anticancéreuse.  Le VEGF (Vascular endothelial growth factor) est une glycoprotéine produite par les cellules normales et par les cellules néoplasiques pour déclencher la formation de nouveaux vaisseaux sanguins irrigants les tissus (Ferrara et al. 2003). Cette protéine est un facteur de croissance pour les cellules cancéreuses et est souvent ciblée pour traiter les cancers car elle agit sur les cellules de l’endothélium vasculaire où se retrouve ses récepteurs et où il active l’angiogenèse tumorale. Le VEGF agit également au niveau de la perméabilité des vaisseaux sanguins. Dans ce contexte, le VEGF et sa voie de signalisation qui implique ses récepteurs au niveau des cellules endothéliales a été très largement étudié dans un but thérapeutique (Hurwitz 2004). Actuellement l’Avastin (bevacizumab, laboratoires Genentech) est un anticorps couramment utilisé pour traiter les cancers colorectaux et du sein.  Chez la souris, il existe deux molécules de VEGF identifiées, le VEGF-A et le VEGF-B ainsi que deux récepteurs au VEGF (VEGFR1 et VEGFR2) dont on connaît les séquences en ARNm. Nous disposons de deux séquences de siRNA dirigées contre l’ARNm du VEGF-A ainsi que deux séquences de siRNA dirigées chacunes contre les deux ARNm des deux récepteurs au VEGF. Les séquences des six siRNA étudiés ici sont validées dans la littérature (Kim et al. 2004).  
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2.4.2. Résultats Nous disposons d’une méthode pour la détection quantitative de la fluorescence, de la croissance tumorale et de l’évaluation de l’angiogenèse tumorale suite à l’ET de siRNA. Les chambres dorsales permettent le suivi du développement tumoral mais aussi des vaisseaux après injection de dextrans fluorescents (70 kDa). La binarisation (Cf. Matériel et Méthode) des images des vaisseaux permet de quantifier l’angiogenèse tumorale en mesurant la surface occupée par les vaisseaux et la squelettisation de ces images donne la complexité du réseau vasculaire tumoral en calculant la dimension fractale (Figure III-24). La dimension fractale des vaisseaux est toujours comprise entre les valeurs 1 et 2 ; la valeur 1 correspond à un réseau normalisé de vaisseaux et la valeur 2 reflète un réseau complexe caractéristique d’un réseau vasculaire tumoral.  Sur la figure III-24, l’ET des siRNA anti-VEGF et anti-VEGFR est effectué 7 jours après l’implantation de la tumeur lorsque l’angiogenèse tumorale est établie pour se placer dans les conditions d’un véritable traitement anticancéreux. Sous anesthésie gazeuse, un mélange des 6 siRNA (2,3 µg de chaque siRNA ; 10 µL final) est injecté en intra-tumoral et les électrodes sont apposées sur le pan de peau de la chambre pour délivrer ensuite les impulsions électriques perméabilisantes de type EGT (2 x 4  impulsions de 0,8 kV/cm, 5 ms, 1 Hz).  Le suivi quotidien de la surface tumorale par stéréomicroscopie de fluorescence (les tumeurs étant relativement aplaties sous les chambres, nous ne prenons pas en compte leur volume) fait apparaître que l’injection des siRNA ou l’EP seuls, n’ont aucun effet sur la croissance tumorale (Figure III-24). La surface tumorale relative au premier jour du traitement se stabilise sur les 12 jours d’analyse. Par contre, lorsque l’injection des siRNA est suivie de l’EP de la tumeur, la surface tumorale (Figure III-24), la surface occupée par les vaisseaux tumoraux (Figure III-25A) et la complexité du réseau vasculaire tumoral (Figure III-25B) diminuent.      
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Figure III-24 : Efficacité de l’ET des siRNA anti-VEGF et anti-VEGFR. Les tumeurs B16F10-GFP implantées sous des chambres dorsales sont injectées d’un mélange des 6 siRNA étudiés (2,3 µg de chaque siRNA ; 10 µL final) puis électroperméabilisées en condition EGT (2 x 4  impulsions de 0,8 kV/cm, 5 ms, 1 Hz) 7 jours après leur implantation. Les tumeurs sont visualisées avec un macroscope de fluorescence et un objectif X0,8. (A) Images acquises à J1, J4 et J12 avec le filtre sélectionnant la fluorescence de la GFP exprimée par les cellules tumorales et l’autofluorescence des tissus. (B) Suivi de la surface tumorale en fonction du temps (n=2 souris pour J1 à J8 et n= 1 souris pour J1 et J12 ; barres d’erreurs = écart type).  
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Figure III-25 : Efficacité de l’ET des siRNA anti-VEGF et anti-VEGFR sur l’angiogenèse tumorale. (A) Mesure de la surface occupée par les vaisseaux tumoraux (en pourcentage par rapport à la zone entièrement analysée). (B) Mesure de la dimension fractale représentant la complexité du réseau vasculaire tumoral.    Il est également à noter que les tumeurs traitées de cette manière semblent nécroser suite à l’inhibition de l’angiogenèse tumorale. Des zones non fluorescentes liées à la perte de l’expression de la GFP sont nettement visibles et reflètent une diminution de la biosynthèse des protéines dans les zones nécrosées des tumeurs (Coralli et al. 2001). Nous ne pouvons donner de valeurs significatives de l’efficacité des siRNA car cette expérience a été réalisée une seule fois avec n = 2 souris (et n = 1 souris pour J11 et J12). Ces expériences sont des indicateurs positifs de l’efficacité de l’ET des siRNA. 
 
 
Ces premiers résultats sont encourageants pour une application anti-cancéreuse de l’ET de siRNA. 
Une diminution de la surface tumorale, de la surface occupée par les vaisseaux tumoraux et de la 
complexicité du réseau vasculaire tumoral sont observés lorsque les siRNA anti-VEGF et anti-VEGFR 
sont électrotransférés dans les tumeurs. Cependant, ces résultats gardent un aspect préliminaire. 
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Partie 1 
 
Cette première partie de mes  travaux de  thèse  avait pour objectif de développer un 
dendrimère  fonctionnel  pour  le  ciblage  et  la  visualisation  de  cellules  cancéreuses  par 
imagerie de  fluorescence non  invasive. L’originalité du projet est d’utiliser  les dendrimères 
phosphorés  comme plateforme moléculaire portant des  fluorochromes et une ou plusieurs 
sondes tumorales (Figure IV‐1). 
 
 
 
 
 
 
Figure  IV‐1 : Représentation  schématique des deux configurations de dendrimères étudiés. 
(A) Dendrimères portant plusieurs  fluorochromes greffés sur un anticorps.  (B) Dendrimère 
portant plusieurs fluorochromes et plusieurs sondes tumorales comme le peptide RGD. 
 
Dans  un  premier  temps,  trois  dendrimères  fluorescents  intéressants  pour  leurs 
propriétés de fluorescence dans le domaine du rouge lointain ont été testés (Figure IV‐2). Les 
deux  premiers  comportaient  des  fluorochromes  pérylènes  et  rhodamines  en  surface  et  se 
sont révélés  insolubles dans  l’eau à cause de  leur nature très hydrophobe accentuée par les 
fluorochromes. Ils perdent leurs propriétés de fluorescence soit par stacking intramoléculaire 
des fluorochromes entre eux soit par une réaction intramoléculaire irréversible. Ces réactions 
intramoléculaires  ne  peuvent  être  anticipées  et  dépendent  des  monomères  fluorescents 
greffés sur les dendrimères. Pour éviter le stacking moléculaire des fluorochromes entre eux 
au  sein du dendrimère,  il  faut  les  espacer  spatialement  en  réduisant  leur nombre  au  sein 
d’un même dendrimère. Dans  la  littérature,  les dendrimères PAMAM sont souvent utilisés 
de cette manière, 3 à 6  fluorochromes sont généralement greffés par dendrimères de  façon 
stœchiométrique  (Patri  et  al.  2004 ;  Shukla  et  al.  2006 ;  Takeda  et  al.  2008).  Le  nombre  de 
fluorochromes greffés par dendrimère va alors suivre une loi Normale centrée sur le nombre 
voulu de fluorochromes par dendrimère.  
A  B
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Le  troisième dendrimère  fluorescent  testé,  le Gc3‐Phtalocyanine‐N+, est hydrosoluble 
car  il  porte  des  charges  positives  en  surface  qui  favorisent  sa  solubilité. Cependant,  leur 
présence  permet  au  dendrimère  d’interagir  fortement  avec  les membranes  des  cellules  et 
confère  une  cytotoxicité  non  négligeable.  Ceci  a  été  confirmé  par  l’étude  de  la  toxicité 
d’autres dendrimères avec des charges positives en surface (Gc3‐N+ et AH‐30) et nous avons 
montré qu’un stress oxydatif est produit par  les cellules en  leur présence  (Figure  IV‐2). De 
plus, le dendrimère Gc3‐Phtalocyanine‐N+ est peu fluorescent en milieu aqueux (rendement 
quantique de fluorescence de 4 %) et donc difficilement utilisable pour l’imagerie in vivo. Le 
greffage  de  la  phtalocyanine  en  surface  du  dendrimère  a  été  envisagé  dans  le  but 
d’augmenter son rendement quantique de fluorescence (Caminade et al. 2009). Cependant, sa 
solubilisation  en  milieu  aqueux  aurait  été  impossible  et  une  interaction  entre  les 
phtalocyanines au sein du dendrimère aurait sûrement créé un quenching de la fluorescence 
vu leur structure plane et hydrophobe. 
La  toxicité des dendrimères due aux charges positives de surface a été confirmée par 
l’étude  de  plusieurs  dendrimères  portant  différentes  charges  (cationique,  anionique  et 
neutres). Il s’est avéré que les dendrimères cationiques avec un nombre de charges positives 
supérieures à 24 sont  très  toxiques pour  les cellules et  inhibent  leur viabilité de 50 % pour 
des  concentrations  (IC50)  de  l’ordre  du  μM.  Ces  dendrimères  hydrosolubles  interagissent 
fortement  avec  les  membranes  cellulaires  globalement  chargées  négativement.  Ces 
interactions  créent  un  stress  pour  les  cellules  qui produisent  alors des  espèces  oxygénées 
réactives  toxiques.  L’étude  de  toxicité  de  dendrimères  anioniques  et  neutres  portant  des 
fonctions  phosphorées  (HPO3‐)  ou  PEG, montre  qu’ils  ne  sont  pas  cytotoxiques. Des  IC50 
supérieures à 100 μM ont été déterminées.  
L’étude du dendrimère fluorescent YW‐178 portant plusieurs fluorochromes absorbant 
deux photons et des PEG à sa surface, dans le but de le solubiliser dans l’eau, a montré que 
celui‐ci est instable lorsqu’on l’observe en microscopie de fluorescence biphotonique (Figure 
IV‐2).  En  effet,  il  semblerait  qu’il  s’agrège  sous  l’effet  thermique  du  laser  pulsé  femto‐
seconde. Ce  phénomène  d’agrégation  proviendrait  des  PEG  en  surface  qui  perdent  leurs 
molécules d’eau hydratation  lorsqu’un  échauffement  thermique  a  lieu. Ce phénomène n’a 
donc pas permis une application en  imagerie du petit animal mais ces propriétés semblent 
intéressantes  d’un  point  de  vue  des  nanotechnologies  où  il  serait  possible  d’induire  des 
assemblages (structures tridimentionnelles définies avec une résolution de quelques μm) en 
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solution aqueuse. Ces travaux préliminaires sont à approfondir pour évaluer la stabilité des 
objets créés, leurs dimensions, la résolution axiale et définir des champs d’applications.  
Suite à cette observation, il est envisagé de réduire le nombre de PEG en surface et de 
ne  greffer  qu’un  nombre  minimum  de  PEG  par  dendrimère  tout  en  conservant  son 
hydrosolubilité.  Sur  la  figure  IV‐3  est  présenté  un  des  dendrimères  tout  dernièrement 
synthétisé  par  l’équipe  du  Dr  Majoral  qui  s’avère  prometteur  sur  le  plan  de  son 
hydrosolubilité et de  sa  fonctionnalisation.  Il est hydrosoluble grâce au greffage d’un PEG 
d’un poids de 7000 Da sur une branche du dendrimère et  il donne  la possibilité de greffer 
plusieurs  fluorochromes  ainsi  que  plusieurs  sondes  tumorales  ou un  anticorps  ciblant  les 
cellules cancéreuses. Ce genre de dendrimère « modulable » est  idéalement recherché pour 
satisfaire  le ciblage de différentes  lignées  tumorales et  laissant  la possibilité de modifier  le 
fluorochrome en fonction des besoins. 
 
Figure IV‐3 : Formule développée du dendrimère Gc1‐NH3+‐PEG (10,95 kDa). 
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Les dendrimères phosphorés sont de nature très hydrophobe ce qui nécessite souvent 
l’utilisation  de  solvants  organiques  pour  les  dissoudre.  Les  dendrimères  fluorescents 
absorbants deux photons nécessitant leur dissolution dans un solvant organique avant d’être 
solubilisés  en  milieu  aqueux  ce  sont  révélés  non  toxiques  et  sont  intéressants  pour  une 
application  en  imagerie  de  fluorescence  multiphotonique.  Il  est  donc  envisagé  de  les 
fonctionnaliser par  libération d’une branche pouvant se greffer à un anticorps dirigé contre 
les cellules cancéreuses. 
La  faible  hydrosolubilité  des  dendrimères  a  posé  des  problèmes  lors  de  leur 
fonctionnalisation  avec  des  anticorps  et  des  fluorochromes.  En  effet,  lors  de  l’étape  de 
greffage  du  dendrimère  Gc1‐SH10‐COOH  sur  l’anticorps,  il  a  été  difficile  de  trouver  des 
conditions de greffage compatibles à la fois pour les dendrimères et pour les anticorps. Les 
perspectives de  travail envisagées sont donc du même ordre que  les précédentes,  il  faudra 
utiliser un dendrimère hydrosoluble et cela est possible par greffage de PEG en surface. 
 
Ces  travaux  se  sont  révélés  intéressants  sur  le  plan  de  la  détermination  d’un 
dendrimère  phosphoré  « intelligent ». En  collaboration  avec  l’équipe du Dr Majoral,  nous 
avons établi  les caractéristiques qu’un dendrimère doit  impérativement posséder pour une 
utilisation in vivo en imagerie du petit animal. Plusieurs dendrimères sont ainsi envisagés :  
 
‐ les dendrimères Gc1‐NH3+‐PEG portant un PEG  (de 7 à 12 kDa) sur une branche et 
laissant la possibilité de greffer plusieurs fluorochromes et une ou plusieurs sondes 
tumorales (Figure IV‐3). 
‐ les deux dendrimères portant  les fluorochromes absorbants deux photons, AH‐17 et 
AH‐29, seront synthétisés avec une fonction acceptant le greffage d’un anticorps. 
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Partie 2  La seconde partie de mes travaux de thèse s’est intéressée à l’utilisation d’une nouvelle thérapie anti-cancéreuse qui consiste à transférer une séquence d’ARN régulant spécifiquement l’expression d’un gène cible (siRNA) par électroperméabilisation ou électroporation. Le transfert de ces molécules à visée thérapeutique au sein de cellules cibles étant une étape importante et surtout, limitante dans certains cas, pour une efficacité optimale et une réponse thérapeutique ciblée, il apparaît indispensable de comprendre le mécanisme de son transfert au sein des cellules.  
 Tout d’abord, nous avons caractérisé l’état de perméabilisation de notre modèle cellulaire tumoral in vitro afin d’appliquer des paramètres électriques cohérents en terme de taux de perméabilisation et de viabilité cellulaire lors de l’électrotransfert de siRNA. Nous montrons par cytométrie de flux et par microscopie de fluorescence que les cellules B16F10-GFP se comportent comme les cellules CHO décrites dans la littérature (Faurie et al. 2004) qui se perméabilisent de façon réversible avec des seuils de perméabilisation équivalents (Teissié et al. 1999). Suivant les conditions de champ électrique utilisées (EGT, ECT, HVLV), l’état de perméabilisation des cellules varie et permet le transfert plus ou moins efficace de molécules dans les cellules. La quantification par microscopie de fluorescence est réalisée en présence de PI (qui est une petite molécule diffusant à travers les STP et qui subit peu les forces électrophorétiques dues au champ électrique). Nous confirmons encore une fois que notre modèle cellulaire se comporte comme ceux décrit dans la littérature, en condition EGT, les STP permettent le transfert d’une quantité plus importante de molécules dans les cellules qu’en condition ECT. De même, nous rapportons que les cellules B16F10-GFP se perméabilisent seulement au niveau des pôles de la membrane faisant face aux électrodes et que le PI pénètre en deux temps dans les cellules, d’abord du coté de la membrane faisant face à l’anode (où il y a hyperpolarisation de la membrane) puis du coté de la membrane faisant face à la cathode (où il y a dépolarisation de la membrane).  
 Ensuite, nous avons étudié in vitro l’effet de l’électrotransfert d’un siRNA synthétique dirigé contre l’ARNm du gène rapporteur de la GFP qui est exprimé de façon constitutive dans notre modèle cellulaire. Nous montrons par cytométrie en flux que le siRNA n’est actif que s’il est présent pendant l’électroperméabilisation des cellules. Il régule l’expression du gène de la GFP de façon spécifique et transitoire sur 5 jours. Cette observation est couramment rencontrée dans la littérature quelque soit la méthode de transfert puisque dans notre cas, ils ne sont pas exprimés à partir de plasmides et sont perdus au court des divisions cellulaires (Bartlett et al. 2006).  
214
Nous observons ainsi que la perméabilisation des cellules est corrélée à l’entrée du siRNA fluorescent dans les cellules par microscopie confocale et nous montrons qu’il est transféré dans les cellules par un mécanisme différent de celui du PI et de l’ADN (Figure IV-3). Il migre selon les lignes de champ électrique de façon électrophorétique comme l’ADN mais traverse la membrane des cellules librement sans interagir avec elle, contrairement à l’ADN. Nous montrons en effet qu’il pénètre dans les cellules pendant l’application des impulsions électriques majoritairement du coté de la membrane faisant face à la cathode sous l’effet des forces électrophorétiques (augmentation linéaire de l’intensité de fluorescence liée au siRNA pendant EP des cellules) et, qu’il continue à pénétrer dans les cellules après l’EP par un autre mécanisme plus lent. Cette dernière observation est en condradiction avec l’inefficacité du siRNA après EP des cellules. En effet, nous avons montré qu’il ne régule pas l’expression de la GFP s’il est ajouté après EP. Nous avons déterminé qu’il ne s’agit pas d’un artefact d’observation en analysant le décrochage éventuel du fluorochrome pendant ou seulement en présence des cellules électroperméabilisées. Et, nous avons montré qu’il ne s’agit pas d’une dégradation ou d’une modification chimique du siRNA qui pourrait intervenir lors du relargage de molécules telles que les RNases ou les ROS par les cellules électroperméabilisées (Gabriel et Teissié 1994 ; Eynard et al. 1997).   
 
 
Figure IV-3 : Mécanismes proposés pour l’électrotransfert de PI, de siRNA et d’ADN plasmidique dans les cellules B16F10-GFP. Images acquises en microscopie confocale avec un objectif X40 à huile. Les premières images en fluorescence (vert) permettant de localiser les cellules B16F10-GFP exprimant le gène rapporteur de la GFP. Puis, il s’agit d’images (rouge) acquises en fluorescence pendant et après l’application des impulsions électriques (EGT) permettant de localiser soit le PI, soit le siRNA marqué avec l’AlexaFluor 546, soit l’ADN plasmidique marqué au POPO-3.  
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Nos observations in vivo se sont révélées cohérentes avec celles obtenues in vitro puisque le siRNA pénètre librement dans les cellules seulement s’il est présent pendant l’EP et il se localise de façon diffuse dans leur cytoplasme. Les conditions électriques de transfert EGT et ECT permettent le transfert efficace du siRNA dans les cellules tumorales et l’application d’impulsions électriques en mode croisé permet de distribuer le siRNA de façon homogène dans les tumeurs.  La forme inefficace du siRNA pénétrant dans les cellules après EP in vitro et in vivo semble emprunter une voie non différentiable de la voie d’entrée pendant EP. Nous pensons qu’il pourrait s’agir d’une voie d’endocytose électro-induite telle que la pinocytose ou micro-endocytose (Antov 
et al. 2004). Pour confirmer cette hypothèse, nous envisageons de tester in vitro différentes drogues inhibant les différentes voies d’endocytose et de quantifier cette forme entrante dans les cellules après EP par microscopie de fluorescence.  Ce travail n’étant qu’une preuve de concept validant qu’il est possible d’électrotransférer efficacement des siRNA dans les cellules tumorales chez le petit animal, nous avons testé des siRNA à visée thérapeutique anticancéreuse. Nous avons choisi de cibler un acteur majeur du développement des cancers : le VEGF et son récepteur impliqués dans l’angiogenèse tumorale et pour étudier son effet, nous avons utilisé l’imagerie de fluorescence intravitale permettant de quantifier l’effet antitumoral et l’effet anti-angiogenique. Des premiers résultats encourageants vont dans le sens d’un effet thérapeutique mais il reste à les confirmer en reproduisant l’expérience.  Les siRNA sont des molécules intéressantes sur le plan thérapeutique car ils ciblent spécifiquement l’expression d’un gène de façon temporaire ce qui évite de trop grandes complications conséquentes aux effets secondaires (Verreault et al. 2009). Mis-à-part dans les cellules de la cornée, les siRNA ne pénètrent pas librement dans les cellules d’un tissu. L’EP semble donc épondre aux problèmes que les approches chimiques ne semblent pas pouvoir surmonter concernant la délivrance efficace de siRNA dans les cellules d’un tissu ciblé et notamment des tumeurs solides.     
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Suivant la technique de transfert utilisée, soit l’organisme peut déclencher une réponse immunitaire, soit les siRNA sont peu efficaces ou peuvent réguler l’expression d’un gène d’un tissu non ciblé. La technique de l’EP ne consistant pas à introduire de molécules exogènes autre que le siRNA pour faciliter son transfert dans des cellules, celle-ci se révèle idéale pour la délivrance de siRNA dans un organisme sans réponse secondaire de l’organisme. Nous montrons ici que cette technique très prometteuse permet de diminuer les quantités de siRNA à délivrer (Heidel et al. 2007 ; Kim et al. 2008 ; Abe et al. 2009) car ils ne transitent pas par des vésicules d’endocytose ou dans un milieu incompatible avec leur stabilité (milieux riches en RNases, pH # 7…). Ils sont directement transférés dans le cytoplasme des cellules où se situe leur cible, l’ARNm. De même, cette approche permet la délivrance ciblée des siRNA dans un tissu ce qui diminue encore la possibilité d’une réaction indésirée dans un tissu non ciblé. L’EP est donc une technique de choix pour le transfert local de siRNA dans un tissu. 
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V. Matériels et Méthodes 
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1. Les cellules  
1.1. Cellules B16F10-GFP : Des cellules de mélanomes murins B16F10 (Institut Mario Negri ; Milan) sont utilisées comme modèle cellulaire. Elles ont été infectées par un rétrovirus portant le gène rapporteur de la GFP (Institut Claudius Régaud, Toulouse) qu’elles expriment constitutivement et de façon stable. Ces cellules ont été clonées et un clone en particulier a servi de modèle cellulaire.  Elles ne présentent pas d’inhibition de contact et permettent le développement de tumeurs lorsqu’elles sont injectées en sous cutané chez la souris C57Bl6.  Ces cellules B16F10-GFP sont cultivées dans le milieu MEM (GIBCO) additionné de 8 % de Sérum de veau fœtal décomplémenté (Boehringer), 1 % de glutamine (0,58 mg/mL, Intermed), 0,5 % de streptomycine (100 mg/mL, GIBCO) et 0,5% de pénicilline (100 unités/mL, GIBCO). Leur temps de génération est de 16 à 18 h dans une étuve à 37 °C sous 5 % de CO2. 
 
1.2. Cellules LPB-GFP : Les cellules LPB sont des fibrosarcomes murins (cédés par l’Institut d’Oncologie de Ljubljana, Slovénie). Elles ont été infectées par le même rétrovirus que les B16F10 qui porte le gène de la GFP (Institut Claudius Régaud, Toulouse). Ces cellules ne présentent pas d’inhibition de contact et permettent le développement de tumeurs lorsqu’elles sont injectées en sous cutané chez la souris C57Bl6. Elles sont cultivées dans le même milieu de culture que les cellules B16F10 et dans les mêmes conditions.  
1.3. Cellules NIH 3T3 et CHO : Les cellules NIH 3T3 et CHO sont respectivement des fibroblastes murins et des cellules d’ovaire de hamster chinois. Les NIH 3T3 sont cultivées dans un milieu RPMI 1640 (GIBCO) additionné de 8 % de Sérum de veau fœtal décomplémenté, 1 % de glutamine (0,58 mg/mL), 0,5 % de streptomycine (100 mg/mL), 0,5 % de pénicilline (100 unités/mL) et 1 % d’acides aminés non essentiels (GIBCO). Les cellules CHO sont cultivées dans le milieu MEM (GIBCO) additionné de 8 % de Sérum de veau fœtal décomplémenté, 1 % de glutamine (0,58 mg/mL), 0,5 % de streptomycine (100 mg/mL), 0,5 % de pénicilline (100 unités/mL), vitamine C (Sigma), D(+) glucose (3,5 mg/mL, Sigma), du bouillon tryptose phosphate (2,95 mg/mL, Difco).  
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1.4. Culture des cellules  Toutes les cellules utilisées dans ces travaux sont cultivées en monocouche dans des chambres de cultures de 25 cm2 (Nunc) contenant 5 mL de milieu de culture. Lorsqu’elles sont à confluence, elles sont détachées des supports par ajout de 1 mL de trypsine/EDTA (65 µM / 25,8 mM dans du tampon PBS). Elles sont incubées 5 min à 37 °C pour que la trypsine agisse de façon optimale puis, elles sont remises en suspension avec leur milieu de culture. Les lignées cellulaires sont diluées à hauteur de 1/3 à 1/10 tous les 2 à 3 jours.     
2. Méthodologies relatives à l’étude des BiodendriDots 
2.1. Test de cytotoxicité MTT Le test MTT (bromure de 3-(4,5-diméthylthiazol-2-yl)-2,5-diphényl tétrazolium) est une méthode rapide de numération des cellules vivantes reflétant leur activité métabolique. Le réactif utilisé est le sel de tétrazolium qui est réduit par la succinate déshydrogénase mitochondriale des cellules vivantes. Le produit de la réaction est le formazan qui présente une couleur allant du jaune au bleu-violacé et dont l’absorbance à 570 nm est proportionnelle au nombre de cellules vivantes présentant une activité métabolique.  Ce test est miniaturisé et réalisé en microplaque 96 puits (Nunc) pour diminuer les quantités de dendrimères utilisées. Les cellules sont placées dans les puits à raison de 20 000 cellules par puit et elles sont incubées 24 h dans leur milieu de culture afin qu’elles adhèrent au support. Elles sont ensuite incubées à 37 °C pendant 24 h en présence de différentes concentrations en dendrimère additionnées au milieu de culture.  La révélation du test MTT se fait par ajout de 50 µL d’une solution de MTT à 5 mg/mL (dans PBS) (Sigma) dans les puits comportant 200 µL de milieu de culture. Les microplaques sont ensuite incubées 2 à 3 h à 37 °C. Le milieu est finalement retiré et 100 µL de DMSO (Sigma) sont ajoutés pour dissoudre les cristaux de formazan formés au fond des puits. Une mesure de l’absorbance des puits à 570 nm est effectuée à l’aide d’un lecteur de microplaque (Titertek Multiskan Plus, MK II). Le pourcentage de viabilité cellulaire est calculé de la manière suivante :  
% Viabilité cellulaire = (Absorbance puit / Absorbance puit « cellules non traitées ») x 100. 
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2.2. Etude de la modification de la morphologie des cellules en présence des différents 
dendrimères  Les cellules sont placées dans des chambres de culture de microscopie (Labtech 2 puits, Nunc) à raison de 105 cellules par puit puis, elles sont incubées 2 à 3 h dans leur milieu afin qu’elles adhèrent au support. Elles sont ensuite incubées à 37 °C pendant 2 à 24 h en présence ou non de différentes concentrations en dendrimère additionnées au milieu de culture.  Après l’incubation, les cellules sont observées au microscope (Leica, DM IRB) sans être rincées. Des images des cellules en contraste de phase sont acquises et comparées aux cellules contrôles sans dendrimère afin de constater un éventuel changement de morphologie.  
 
2.3. Localisation cellulaire des dendrimères fluorescents  La localisation cellulaire des différents dendrimères nécessite un appareillage adapté à leurs propriétés de fluorescence. Le microscope de fluorescence champ large (Leica) est équipé de 
jeux de filtres CY5.5 (Chroma) (λexc. à 665 nm ± 45  ; λém. à 725 nm ± 50) pour visualiser le dendrimère Gc3-Phtalocyanine-N+ (APQ-044) et les dendrimères greffés à des fluorochromes de type AlexaFluor 680. Une caméra (CoolSnap HQ, Roper) équipe le microscope pour l’acquisition d’images.  Le dendrimère YW-178 est visualisé grâce au microscope multiphotonique (Miroscope Zeiss) équipé d’un laser pulsé femto seconde (Chameleon Ultra II, Coherent). Il est excité à 720 nm et la fluorescence émise est sélectionnée entre 500 et 550 nm par un filtre à l’émission (Zeiss). Les cellules sont visualisées en contraste de phase. 
 
2.4. Analyses spectrales : Spectrophotométrie et Spectrofluorométrie Dans une cuve de spectroscopie en quartz de 100 µL (Hellma), les solutions de dendrimère sont déposées et des balayages des longueurs d’onde (pas de 10 nm, vitesse de 1 s / point) sont effectués afin de déterminer les spectres d’absorbance (Spectrophotomètre Specord 205). La même procédure est effectuée pour déterminer les spectres d’émission et d’excitation mais des solutions comportant des absorbances inférieures à 0,1 de densité optique sont utilisées afin d’éviter la saturation du spectrofluorimètre (Spectrofluorimètre PTI QM-4).  
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2.5. Analyse spectrale du dendrimère YW-178 en mode biphotonique Le dendrimère YW-178 est dilué dans un premier temps dans du DMF (Sigma) à raison de 50 mg/mL puis une solution à 5 mg/mL (1,5.10-4 M) est réalisée dans du tampon PBS (avec Ca2+ et Mg2+) pour l’analyse spectrale en mode biphotonique. Cette dernière est déposée (1 mL) dans une chambre de microscopie (Labtech 2 puits) positionnée sur un microscope inversé multiphotonique (Zeiss Axiovert 200) et un balayage des longueurs d’onde d’excitation est réalisé avec le laser pulsé femto-seconde Titane-Sapphire (Chameleon Ultra II, Coherent). L’émission de fluorescence est mesurée en fonction des longueurs d’onde d’excitation ; elle est sélectionnée avec un filtre de bande passante 500-550 nm. Un biais à cette expérience est à noter car l’AOTF n’a pas été corrigé en fonction des longueurs d’onde balayées par le laser ; la puissance du laser n’est donc pas ajustée en fonction des longueurs d’onde. L’étude de la thermo-écriture a été réalisée avec un microscope multiphotonique droit (Leica SP5 Tandem) équipé d’un laser pulsé femto seconde Titane-Sapphire (MAI TAI, Spectra-Physics) et d’un objectif X10 à immersion (Leica). Un microscope multiphotonique inversé (Zeiss Axiovert 200) équipé d’un laser pulsé femto seconde Titane-Sapphire (Chameleon Ultra II, Coherent) et d’un objectif X40 à immersion (Zeiss) a également été utilisé.  Lors de l’étude de l’agrégation du dendrimère YW-178 après chauffage à 90 °C pendant 5 min, l’intensité de fluorescence des solutions est mesurée à l’aide d’un macroscope de fluorescence (Leica LZIII) équipé d’un jeu de filtres sélectionnant la longueur d’onde d’excitation (340 - 380 nm) et d’émission (> 420 nm) du dendrimère en mode monophotonique. Une goutte de chaque solution est déposée sur une lame en verre et des images sont acquises avec un temps d’exposition de 1 s. L’intensité de fluorescence moyenne est quantifiée pour chaque image avec le logiciel ImageJ. 
 
2.6. Etude de la production d’espèces oxygénées réactives en présence du dendrimère La production d’espèces oxygénées réactives (ROS) « extracellulaires » est révélée grâce à la lucigénine (Sigma) et à un luminomètre (principe de la réaction, figure V-1A). Les cellules sont mises en suspension dans leur milieu de culture à raison de 1 à 5.106 cellules/300 µL ; elles sont additionnées de 20 µL de lucigénine à 5 mM et extemporanément, elles sont mises en présence de 17 µL de dendrimère à différentes concentrations. Le suivi de la production de ROS en fonction du temps se fait par la mesure de l’intensité lumineuse produite par la lucigénine en présence des ROS. Cette intensité lumineuse est convertie en tension électrique (mV) par le luminomètre (Luminometer 1250, LKB) qui est relié à une table traçante permettant de mesurer la tension électrique en fonction du temps. La tension en haut du pic de production de ROS, Imax, est relevée pour les différentes conditions testées (Figure V-1B).  
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Figure V-1 : (A) Principe de la réaction de chimioluminescence de la lucigénine en présence de péroxyde d’hydrogène. (B) Allure des courbes obtenues correspondant à la production de ROS en fonction du temps et détermination de l’Imax qui est le maximum de production de ROS au court du temps. 
 
2.7. Production de l’anticorps monoclonal anti-gp75 
2.7.1. Culture de l’hybridome TA99  L’hybridome TA99 (HB-8704 ATCC, Manassas) est issu de la fusion entre un lymphocyte B et un mélanome murin SK-MEL-23. Il produit des anticorps monoclonaux d’isotype IgG2a à chaines légères de type κ qui reconnaissent spécifiquement l’antigène «  tyrosine related protein 75 », aussi appelé glycoprotéine 75 (gp75 ou TRP75) exprimé par les mélanomes et les mélanocytes. Cet hybridome est cultivé en suspension dans le milieu RPMI 1640 (ATCC) additionné de 10 % de Sérum de veau fœtal non décomplémenté (ATCC), 1 % d’acides aminées non essentiels (Eurobio), 0,5 % de streptomycine (100 mg/mL) et 0,5% de pénicilline (100 unités/mL). Leur temps de génération est d’environ 24 h dans une étuve à 37 °C sous 5 % de CO2.  La culture cellulaire est diluée de moitié tous les deux jours par ajout de milieu de culture neuf afin de conserver une densité cellulaire de 105 à 106 cellules/mL. Le septième jour, 90 % du volume de culture est prélevé pour ne conserver que le surnageant qui contient l’anticorps anti-gp75. Le volume prélevé est centrifugé à 0,6 g pendant 15 min à 4 °C puis, il est filtré (0,2 µm) et conservé à -20 °C jusqu’à purification des anticorps.  
2.7.2. Purification de l’anticorps anti-gp75 Le surnageant de culture de l’hybridome TA99 est déposé sur une colonne d’affinité à la protéine A (Sigma). Le protocole suivi est celui du kit, le surnageant est équilibré avec du tampon puis passé 2 fois à travers la colonne d’affinité reliée à une pompe péristaltique. Cette procédure est réalisée à 4 °C pour éviter la dénaturation des anticorps.  
A B 
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Les anticorps sont élués avec 5 mL de solution fournie par le kit. La solution d’anticorps obtenue est finalement filtrée sur membrane Vivaspin10 avec un seuil de coupure de 100 kDa afin de changer de tampon pour du PBS et de la concentrer. La solution obtenue est dosée au spectrophotomètre (NanoDrop) puis, aliquotée et conservée à -20 °C.  Un gel SDS PAGE à 12 % (3 % pour le gel de concentration) coloré au nitrate d’argent est réalisé pour vérifier la pureté de la solution. 15 µg de protéines sont diluées dans de l’eau milliQ et dans du tampon 5X (Sigma) dénaturant et permettant la migration des protéines dans le gel (volume final des solutions = 30 µL). Les solutions sont ensuite chauffées 10 min à 90 °C afin de dénaturer les protéines puis, elles sont déposées dans les 10 puits d’un gel ainsi que 5 µL d’un mélange de marqueurs de taille (Sigma). Des problèmes de dénaturation des anticorps anti-gp75 ont été rencontrés et résolues par ajout de 1 µL de soude à 4 M avant le chauffage des solutions. Un système vertical d‘électrophorèse en gel (Mini-Protean, Bio-Rad) est utilisé avec des gels de 8,6 x 6,8 cm et de 1 mm d’épaisseur dans un tampon glycine (20 % SDS). La migration des protéines dans les gels est assurée par un générateur électrique (Bio-Rad) réglé sur 80 V pour les gels de concentration puis sur 160 V pour les gels de séparation. 
 
Coloration des gels au nitrate d’argent :  5 étapes sont nécessaires pour colorer des gels SDS PAGE : - Fixation : les gels sont placés dans deux bains durant 15 min chacun contenant une solution de 10 % d’acide acétique, 40 % d’éthanol, 0,04 % de formaldéhyde et d’eau milli-Rho. - Sensibilisation : les gels sont placés dans un bain durant 30 min contenant une solution de 0,04 % de formaldéhyde, 0,05 % de thiosulfate de sodium, 8 % d’acétate de potassium, 30 % d’éthanol et d’eau milli-Rho. Les gels sont rincés à deux reprises pendant 5 min dans des bains de 500 mL d’eau milli-Rho. - Coloration : les gels sont placés dans un bain durant 30 min contenant une solution de 0,025 % de formaldéhyde, 0,10 % de nitrate d’argent et d’eau milli-Rho. Les gels sont trempés dans un bain de 500 mL d’eau milli-Rho. - Révélation : les gels sont placés dans un bain durant 10 min contenant une solution de 0,04 % de formaldéhyde, 3.10-6 M de thiosulfate de sodium, 2,50 % de carbonate de potassium et d’eau milli-Rho. - Arrèt de la coloration : les gels sont placés dans un bain durant 10 min contenant une solution de 1,46 % d’EDTA et d’eau milli-Rho. Les gels sont finalement rincés à trois reprises pendant 5 min dans des bains de 500 mL d’eau milli-Rho.  
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2.8. Tentatives de greffages de fluorochromes et de sondes biologiques sur des 
dendrimères phosphorés 
2.8.1. Greffage 1 : Dendrimère Gc1-SH10-COOH a. Greffage des AlexaFluor 680 maléimide sur le dendrimère L’Alexa Fluor 680 du kit 1 mg maléimide (Pierce ; 972 Da) est mis en présence du dendrimère Gc1-SH10-COOH (4800 Da) à raison de 5 ou 10 équivalents d’AlexaFluor pour 1 équivalent dendrimère (notés D-5AF et D-10AF) (Figure V-3). Le dendrimère et l’Alexa Fluor sont mis en solution dans du DMF anhydre à des concentrations de 10 µg/µL et 2,5 µg/µL respectivement. Des aliquots de ces solutions sont mis en présence comme indiqués dans le tableau suivant (Figure V-4), avec du tampon phosphate pH 6 pour favoriser la réaction. La réaction de greffage est réalisée sous agitation à température ambiante pendant une nuit. 
 
Figure V-3 : Greffage des AlexaFluor 680 maléimide (notés F) sur le dendrimère Gc1-SH10-COOH.  
 D-5AF D-10AF 
Dendrimère (µL) 
(mol) 
66 3,43.10-8 99 5,1.10-8 
AlexaFluor 680 (µL) 
(mol) 
16 1,7.10-7 49 5,1.10-7 
Tampon phosphate pH 6 (µL) 10 10 
Volume réactionnel (µL) 92 158 
Figure V-4 : Conditions de greffage des flurochromes AlexaFluor 680 sur le dendrimère Gc1-SH10-COOH. 
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Les solutions sont diluées de moitié dans de l’eau milliQ pour être purifiées par chromatographie de gel filtration à l’aide de colonnes PD-10 (Pharmacia). L’élution est réalisée par gravitation du liquide à travers la colonne. 20 mL d’une solution 50 % DMF / 50 % eau est utilisée pour éluer les complexes et leur élution est suivie par spectroscopie d’absorption et de fluorescence.  
 b. Activation de la fonction acide carboxylique et greffage de l’anticorps Les complexes précédemment obtenus et lyophilisés sont dissous dans du DMF anhydre (Sigma). Des solutions de D-isopropyl carbodiimide (DIPC ; 126,3 Da) (Sigma) et de N-hydroxy succinimide (NHS ; 115 Da) (Sigma) sont réalisées à des concentrations respectives de 33,25.10-3 M et 16,5.10-3 M dans du DMF anhydre. Afin d’activer l’acide carboxylique du dendrimère (Figure V-5A), 4 équivalents de DIPC et 2 de NHS sont ajoutés, comme indiqué dans le tableau suivant (Figure V-5B), aux solutions contenant les complexes dendrimère-AlexaFluor (D-AF). La réaction est réalisée sous agitation à température ambiante pendant 3 h.  
 
 
 D-5AF D-10AF 
Complexe (mol) 3,4.10-8 5,1.10-8 
Resolubilisation dans DMF (µL) 100 200 
DIPC (équivalent molaire) 
(µL) 
4 4 4 6 
NHS (équivalent molaire) 
(µL) 
2 4 2 6 
Volume réactionnel (µL) 108 212 
Aliquots avant lyophylisation (µL) 
(mol) 
30 1,1.10-8 65 1,7.10-8 
 
Figure V-5 : Activation de l’acide carboxylique du dendrimère Gc1-SH10-COOH (A) et détail des conditions testées (B).  
A 
B 
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Afin d’éliminer l’excédent de DIPC et NHS pouvant intervenir lors de la réaction de greffage du complexe D-AF sur les anticorps, les solutions sont divisées en 3 et lyophilisées.  La réaction de greffage du complexe D-AF aux anticorps (Figure V-6A) est réalisée par ajout rapide des complexes D-AF (remis en solution dans du DMF anhydre) dans les solutions de protéines à 1 mg/mL dans 50 % de DMF vortexées. Les différentes réactions effectuées sont décrites dans le tableau suivant (Figure V-6B).  
  Tests de greffage des anticorps 
 D-5AF D-10AF 
Complexe (équivalent molaire) 
(mol) 
1 1,1.10-8 1 1,7.10-8 
Volume de solution initiale 
(DMF) (µL) 
100 600 
BSA ou Anticorps 
(équivalent molaire) 
(mol) 
(µL) 
 10 1,1.10-9 166 
 10 1,7.10-9 255 
DMF anhydre (µL) 50 50 
 
Figure V-6 : Greffage du dendrimère (R) sur l’anticorps (R’) (A) et détail des conditions testées (B).  Par précaution, la réaction est réalisée pendant 2 h sous agitation à température ambiante. Les complexes protéine-D-AF sont purifiés par ultrafiltration à l’aide de Microcon YM-50 (membrane avec un seuil de coupure à 50 kDa ; Millipore) et changés de tampon pour du PBS. Les solutions de protéines greffées avec les dendrimères sont dosées à l’aide d’un spectrophotomètre (NanoDrop) et déposées sur un gel SDS PAGE 12 %. Le greffage est vérifié par observation des bandes protéiques fluorescentes du gel au MacroFluo (Leica) équipé d’une caméra CCD refroidie (Coolsnap HQ, Roper) et du jeu de filtres CY5.5 (Chroma) sélectionnant la fluorescence de l’Alexa Fluor 680 greffée au dendrimère. Le gel est finalement coloré au Bleu de Coomassie (Sigma) afin de confirmer la présence de protéines fluorescentes.  
A 
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Le nombre de molécules d’AlexaFluor 680 greffées par molécule d’anticorps est déterminé par mesure de l’absorbance des solutions à 280 et 680 nm et suivant la formule suivante : 
N = (A680/єAlexaFluor680) x (єanticorps/A280) 
A680 : Absorbance de la solution à 680 nm (correspond à l’absorption de l’AlexaFluor 680) 
єAlexaFluor680 : coefficient d’extinction molaire de l’AlexaFluor 680 à 680 nm (140 000 mol-1.cm-1.L) 
єanticorps : coefficient d’extinction molaire d’un anticorps de type IgG 280 nm (210 000 mol-1.cm-1.L) 
A280 : Absorbance de la solution à 280 nm (correspond à l’absorption de l’anticorps) 
 2.8.2. Greffage 2 : dendrimère Gc1-NH3+  a. Greffage des AlexaFluor 680 succinimide ester sur le dendrimère Le dendrimère Gc1-NH3+ (YW-129) est insoluble dans l’eau et peu soluble en milieu organique (particules insolubles en suspension). Une solution de dendrimère est réalisée à 12,5 mg/mL dans du DMF anhydre. 1 mg d’AlexaFluor 680 du kit succinimide ester (950 Da ; Pierce) est dissout dans 100 µL de DMF anhydre. Deux essais ont été menés dans le but de greffer les AlexaFluor 680 succinimide ester sur le dendrimère Gc1-NH3+ (4404,5 Da) par ajout de triéthylamine (Sigma) pour déprotoner les amines des dendrimères et les rendre réactives (Figure V-7A). L’ajout de TEA (Triéthylamine) (12 ou 6 équivalents molaires de TEA pour 1 équivalent molaire de dendrimère) (Sigma) est réalisé dès le début de l’expérience, directement dans la solution mère de dendrimère à 12,5 mg/mL (Figure V-7B).  
 
Dendrimère Solvant AlexaFluor 680 TEA Observations 1 eq Gc1-NH3+ 100 % DMF 6 eq 12 eq précipité vert+++ 1 eq Gc1-NH3+ 100 % DMF 6 eq 6 eq précipité vert+++ 
 
Figure V-7 : (A) Réaction de greffage des AlexaFluor 680 succinimide ester (notés A) sur les dendrimères (notés D) portant des amines terminales en périphérie de ses branches. (B) Récapitulatif des tests effectués pour le greffage des fluorochromes AlexaFluor 680 sur le dendrimère (eq= nombre d’équivalent molaire).  Nous avons choisi de greffer 6 fluorochromes par dendrimère ce qui est mené par l’ajout de 100 µL d’AlexaFluor 680 dans 64 µL de la solution de dendrimère à 12,5 mg/mL (dans DMF). Un précipité vert apparaît dans les deux conditions testées lorsque le fluorochrome est ajouté au dendrimère. Ce précipité a été séparé des solutions par centrifugation puis des essais de re-solubilisation de ce dernier dans du PBS ou du DMF ont été réalisés mais sans succès.  
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Les solutions (sans le précipité) ont finalement été analysées par spectromètrie de masse MALDI TOF après dilution dans de l’eau milliQ et passage sur un filtre Centricon (Millipore) avec une coupure de 5 kDa. 
 b. Greffage du peptide RGD sur le dendrimère Les hétéro-cross linkers SANH (succinimidyl 4-hydrazinonicotinate acetone hydrazone), et SFB (succinimidyl 4-formylbenzoate), (Pierce) ont été utilisés dans le but de lier de façon covalente, la fonction amine du peptide RGDfK-PEG (PCI-3696-PI, Peptides International, USA) avec les fonctions amines du dendrimère restantes accessibles. Ce sont respectivement une hydrazine et un aldéhyde qui réagissent en milieu aqueux à pH 4,5-7,4 pour former une hydrazone (Figure V-8).   
 
 
 
 
 
Figure V-8 : Réaction entre la fonction hydrazine du SANH (A=dendrimère) et la fonction aldéhyde du SFB (B=peptide RGD) pour former une hydrazone.   Séparément, le peptide RGDfK et le dendrimère sont mis en présence de SFB et de SANH respectivement (Figure V-9). Le peptide est préalablement dissout dans du tampon PBS pH 7,4 à la concentration de 1 mg/mL et 1 équivalent molaire de SFB (dissout dans du DMF) est ajouté de manière à n’ajouter que 10 % de DMF dans la solution finale. Le dendrimère greffé théoriquement aux AlexaFluor (dans de l’eau milliQ) est changé de milieu pour du tampon PBS pH 7,4 par passage sur un filtre Centricon (Millipore) avec une coupure de 5 kDa. 6 équivalents molaires de SANH (dissout dans du DMF) sont additionnés à 1 équivalent molaire de dendrimère de manière à n’ajouter que 10 % de DMF dans la solution finale. Ces deux réactions sont réalisées sur une nuit sous agitation douce à température ambiante. Les deux partenaires sont lyophilisés, re-solubilisés dans du tampon MES (2-(N-morpholino) ethane Sulfonic Acid) pH 4,5 puis additionnés de manière à avoir 6 équivalents molaires de peptide RGDfK par dendrimère (Figure V-9). Cette réaction est réalisée sur une nuit sous agitation douce à température ambiante. 
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Dendrimère +6SANH 
+6RGDfK-SFB 
Figure V-9 : Greffage du peptide RGD sur le dendrimère. Utilisation des hétérocross linkers SANH et SFB.  La solution obtenue est finalement purifiée par ultrafiltration avec un filtre Centricon (Millipore ; seuil de coupure à 10 kDa) puis analysée par spectromètrie de masse MALDI TOF. 
 
2.8.3. Analyses après greffages  a. SDS-PAGE et coloration des gels Les anticorps greffés aux fluorochromes ou aux complexes fluorescents émettant dans le proche infrarouge (AlexaFluor 680) sont analysés par gel SDS PAGE 12 % qui est observé en fluorescence (stéréomicroscope de fluorescence Leica MZFLIII équipé des filtres CY5.5 Chroma) et coloré au Bleu de Coomassie pour repérer les bandes protéiques.  Un premier gel de concentration à 3 % d’acrylamide (Sigma) est traversé par les protéines soumises au courant électrophorétique. Puis, un gel de 12 % d’acrylamide est utilisé pour séparer les protéines en fonction de leur poids moléculaire et de leur charge globale. Le protocole mentionné paragraphe 2.7.2 est réalisé.  Les gels sont colorés au Bleu de Coomassie après leur observation en fluorescence. Ils sont placés dans des bains de 50 mL de bleu de Coomassie (Sigma) durant 1 à 2 h sous agitation douce puis, ils sont décolorés dans des bains contenant 10 % d’acide acétique glacial et 30 % d’éthanol dans de l’eau milli-Rho durant 3 à 4 h. 
Dendrimère 
+6SANH 
RGDfK 
+SFB 
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b. Spectrométrie de masse Une mise au point de l’analyse des dendrimères greffés ou non a été nécessaire. Plusieurs matrices MALDI (acide sinapinique, acide α-cyano-4-hydroxycinnamique, l’acide 2,5-dihydroxybenzoïque et le dithranol) ont été testées. Le dithranol a finalement été sélectionné pour toutes nos analyses car c’est avec lui que le dendrimère donne un meilleur signal et le moins de fragmentations (sous l’effet du laser ionisant, le dendrimère subit des réarrangements et des cassures intramoléculaires ; Blais et al. 2000). Plusieurs paramètres ont été déterminés afin d’obtenir un bon signal et peu de fragmentations du dendrimère : temps de vol, tension … Les échantillons sont dilués dans de l’acétonitrile (dilution au ½ dans de l’eau milli-Rho) puis ils sont déposés (0,75 µL) sur la puce et recouverts de la matrice dithranol à 10 mg/mL (0,75 µL). Les analyses sont réalisées avec un spectromètre de masse MALDI TOF (Voyager DE STR, Applied Biosystems) en mode positif et linéaire.  c. Test de spécificité de l’anticorps anti-gp75 greffé au dendrimère La spécificité de l’anticorps anti-gp75 greffé avec les dendrimères est vérifiée par microscopie de fluorescence et par comparaison avec les contrôles : cellules seules et cellules en présence de l’anticorps isotype control (IgG2a κ ; Sigma).  Les cellules sont ensemencées à raison de 20000 cellules/puit dans des chambres de microscopie (Labtech 8 puits, Nunc) la veille de l’expérience puis, elles sont incubées 30 min à 4 °C en présence de 0,5 ou 1 µg d’anticorps marqués dans 100 µL de du tampon PBS 2 % SVF. Après incubation, les cellules sont lavées 3 fois avec du tampon PBS 2 % SVF et placées dans du PBS pour être observées au microscope de fluorescence inversé (Leica DMIRB). Un temps d’acquisition de 5 ms est fixé pour obtenir des images avec la caméra EMCCD (Roper) et le jeu de filtres CY5.5 (Chroma). Des mesures de l’intensité de fluorescence de plus de 30 cellules par condition sont effectuées grâce au logiciel ImageJ qui permet de tracer des régions d’intérêt et de mesurer leur l’intensité de fluorescence associée.  
2.9. Bio-distribution du dendrimère Gc3-Phtalocyanine-N+ (APQ-044) chez la souris Une solution de 100 µL de dendrimère à 90 µM dans du tampon PBS a été injecté en intraveineux à une souris Nude (5 µM final dans l’organisme) dans le but de constater une éventuelle détection du dendrimère à travers la peau de l’animal et de déterminer sa bio-distribution dans l’organisme.  
233
Matériels et Méthodes
24 h après l’injection, la souris est anesthésie par inhalation de 2% d’isoflurane dans des chambres d’induction (système gazeux, Xénogen), observée au stéréomicroscope (Leica, LZIII) puis sacrifiée. Tous les organes sont visualisés au stéréomicroscope. Des images sont acquises grâce à une caméra CCD (CoolSnap HQ, Roper) reliée au stéréomicroscope et grâce au jeu de filtres CY5.5 (Chroma) sélectionnant la fluorescence du dendrimère Gc3-Phtalocyanine-N+ (λexc. à 665 nm ± 45 ; λém. à 725 nm ± 50) (temps d’exposition de 5 s).   
3. Méthodologies relatives à l’électrotransfert du siRNA  
3.1. Electroperméabilisation  
3.1.1. Matériel a. Electropulsateurs L'électropulsateur est composé d'un générateur d'impulsions de haute tension (jusqu'à 1,5 kV) sous un ampérage de 8 Ampère (TRX, GHT 1287, Jouan, France). Il est possible de moduler le nombre, la durée et la fréquence des impulsions délivrées. L'intensité du champ électrique reste constante pendant la durée de l'impulsion dite "vague carrée". Une partie du signal (V/100) est envoyée sur un oscilloscope (5026 Enertec) permettant un contrôle visuel du profil cinétique des impulsions appliquées.  Des électrodes sont alors reliées au générateur. Les cellules placées entre les électrodes, distantes de d (cm), sont soumises à un champ électrique homogène d'intensité E (V/cm) égale à 
E (V/cm) = Tension U (V) / d (cm). La différence de potentiel U (V) délivrée par le générateur est liée à la résistance R (Ohm) du milieu, selon : U=R . I Le courant électrique I délivré est fixé par l'ampérage maximal par le générateur fixé à 8 A. La résistance du milieu doit donc être inférieure à U/Imax (soit U/8) afin qu'une impulsion à "vague carrée" soit correctement délivrée. L’étude de l’inversion de polarité du champ électrique a été menée avec un inverseur de polarité (CNRS) relié au générateur d’impulsions électriques. L’étude des conditions électriques HVLV ont été réalisées avec un générateur de type Cliniporator (IGEA, Milan, Italie).  b. Electrodes Les électrodes utilisées in vitro pour les cellules en suspension ou in vivo pour les tumeurs sous cutanées, sont constituées de deux lames en acier inoxydable planes et parallèles. La distance inter-électrode est de 4 mm pour l’EP des cellules en suspension.  
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In vivo, les électrodes sont adaptées à la grosseur des tumeurs cependant, des électrodes avec un écartement de 5 mm sont généralement utilisées avec un gel conducteur (Eko Gel) permettant leur contact entre la peau. Les électrodes utilisées en microscopie de fluorescence pour les cellules adhérentes sont constituées de deux tiges en acier inoxydable rondes et parallèles. Elles sont généralement distantes de 7 à 10 mm.  c. Milieu de pulsation  Le tampon de pulsation est iso osmotique (330 mOs/kg) et constitué de 8,1 mM de K2HPO4, 1,9 mM de KH2PO4, 1 mM de MgCl2 et de 250 mM saccharose. Son pH est de 7,4 pour conserver un milieu adapter aux cellules eucaryotes et sa conductivité est faible (1,5 mS) afin de limiter l’effet joule associé aux impulsions électriques. Pour l’analyse de l’effet de la viscosité du tampon de pulsation, du ficoll 400 (Sigma) est dilué au tampon de pulsation stérile (w/v).  
 
3.1.2. Electroperméabilisation des cellules  Dans toutes les expériences réalisées, des cellules témoins sont préparées. Ce témoin est le référentiel de l'étude, il correspond à un point expérimental où le champ électrique n’est pas appliqué (E = 0 kV/cm). 
 a. Molécule de marquage : l’iodure de propidium La perméabilité membranaire est mise en évidence par l'entrée d'une petite molécule fluorescente non perméante, l'iodure de propidium (PI) (Sigma) (Figure V-10). Cette molécule, classiquement utilisée comme marqueur de viabilité cellulaire, pénètre dans les cellules uniquement lorsque l'intégrité membranaire de celles-ci est affectée. Les caractéristiques spectrales du PI sont : λexc. = 493 nm et λém. = 588 nm (molécule libre) et λém. = 617 nm (molécule liée aux bases d'ADN). Le rendement quantique de fluorescence de cette sonde augmente d'un facteur 1000 lorsqu'elle s'intercale entre les bases de l'ADN. Cette caractéristique permet une observation directe de l'entrée de la sonde en microscopie de fluorescence ou en cytométrie de flux de l'échantillon sans rinçage au préalable.  
 
Figure V-10 : Formule chimique de l’iodure de propidium.   
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b. Protocole d’EP des cellules en suspension Les cellules B16F10-GFP en suspension dans le milieu de culture sont centrifugées 5 min à 120 g. Le culot cellulaire est repris par pipetage doux dans le tampon de pulsation contenant ou non 100 µM de PI à une densité cellulaire de 5.106 cellules/mL.  Les électrodes sont amenées au contact d'un support plastique (boite de pétri, Nunc), la suspension cellulaire est ensuite déposée entre les électrodes. Le champ électrique est appliqué sous la forme d'un train d'impulsions. Les électrodes sont retirées du support, la suspension cellulaire est laissée 5 min à température ambiante afin de permettre le retour à l'état membranaire imperméable. L'échantillon est ensuite repris dans du PBS (500 µL) pour analyse en cytométrie de flux.  Pour l’étude du retour à l'état imperméable de la membrane, appelé aussi «resealing» membranaire, le PI n’est pas présent pendant l’EP des cellules, il est ajouté à différents temps suivant l’application de la dernière impulsion électrique (100 µL à 1 mM). Après 5 min d’incubation, les cellules sont reprises dans du PBS (500 µL) pour analyse en cytométrie de flux.   c.  Protocole d’EP des cellules adhérentes à un support Les cellules sont préalablement mises en culture dans des chambres de microscopie (chambres Labtech 2 puits, Nunc) 4 à 24 h avant l’expérience à raison de 80 000 à 100 000 cellules par chambre.  Le milieu de culture est ensuite retiré des cellules adhérentes qui sont rincées au PBS puis placées dans 400 µL de tampon de pulsation contenant ou non 100 µM de PI. Le système est posé sur la platine du microscope confocal, les électrodes sont mises en contact de la monocouche et les cellules sont électroperméabilisées.  En ce qui concerne l’étude du reasealing, le PI n’est pas présent pendant l’EP des cellules, il est ajouté à différents temps suivant l’application de la dernière impulsion électrique. Des images sont acquises avant, pendant et après l’application des impulsions électriques.       
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3.2. Electrotransfert du siRNA in vitro 
3.2.1. Les siRNA Le siRNA anti-GFP (Qiagen) (14,17 kDa) est constitué de 23 nt dont la séquence est la suivante : sens : 5’ r(UGAACUUCAGGGUCAGCUUGC)d(CG), anti-sens : 5’ r(GCAAGCUGACCCUGAAGUUCA)d(TT) (Caplen et al. 2001). Ce siRNA cible la séquence suivante de l’ARNm de la GFP : CGGCAAGCTGACCCTGAAGTTCA. Le siRNA anti-GFP fluorescent (16,29 kDa) est lié de façon covalente à une molécule d’Alexa Fluor 546® (λexc. =546 nm, λém. =573 nm) à son extrémité 3’.  Le siRNA négatif (Qiagen) (14,84 kDa) comporte 21 nt dont la séquence est la suivante : sens : 5’ r(UUCUCCGAACGUGUCACGU)d(TT), anti-sens : 5’ r(ACGUGACACGUUCGGAGA-A)d(dTT). Ce siRNA ne cible aucune séquence spécifique d’un gène connu chez la souris.  Les siRNA sont livrés sous forme lyophilisée, ils sont mis en suspension dans du tampon d’annealing (100 mM KCl, 30 mM HEPES, 30 mM KOH, 2 mM acétate de magnésium, pH 7,4 ; Qiagen) à une concentration de 100 µM.  Pour plus d’informations, se reporter à la publication jointe en V.4 : Golzio et al. 2009 : 
Targeted Gene Silencing into Solid Tumors with Electrically Mediated siRNA Delivery. 
Methods in Molecular Biology 2009.  
3.2.2. Protocole d’ET du siRNA dans les cellules en suspension Ce protocole est similaire à celui utilisé pour l’EP des cellules en suspension. Les cellules B16F10-GFP sont mises en suspension à raison de 0,5.106 100 µL de tampon de pulsation contenant 1,4 µM de siRNA (sauf expérience d’effet dose : gamme de concentration étudiée de 0,01 à 1,4 µM). Des volumes de 100 µL de suspension cellulaire sont placés en contact des deux électrodes et sont soumis aux impulsions électriques. Après 5 min d’incubation à température ambiante, la suspension cellulaire est soit analysée en cytométrie de flux soit remise en culture dans des boites de Pétri de 35 mm (Nunc), additionnés de 2 mL de milieu MEM puis, incubés 24 h à 7 jours à 37 °C sous 5 % de CO2.   
3.2.3. Protocole d’ET du siRNA dans les cellules adhérentes à un support Ce protocole est similaire à celui utilisé pour l’EP des cellules adhérentes à un support. Les cellules sont préalablement mises en culture dans des chambres de microscopie (chambres Labtech 2 puits, Nunc) 4 à 24 h avant l’expérience à raison de 80 000 à 100 000 cellules par chambre.  
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Les cellules B16F10-GFP sont rincées puis placées dans 400 µL de tampon de pulsation. Les électrodes sont positionnées sur la monocouche et 14 µL de siRNA à 20 µM sont ajoutés entre ces dernières. Le système est posé sur la platine du microscope confocal, les électrodes sont mises en contact de la monocouche et les cellules sont électroperméabilisées. Des images sont acquises avant, pendant et après l’application des impulsions électriques.  
3.3. Analyse de l’électroperméabilisation et de l’électrotransfert du siRNA L'analyse peut se faire soit par cytométrie de flux (FACscan, Becton-Dickinson) soit par microscopie confocale (Zeiss LSM510).  La cytométrie de flux donne une information au niveau d'une population cellulaire. Deux paramètres sont mesurés : le pourcentage de cellules perméabilisées ou exprimant la GFP et l'intensité de fluorescence relative à cette population. Cette intensité de fluorescence est relative à la quantité de PI incorporée par les cellules lors de l'électroperméabilisation et reflète l'efficacité de la régulation de la GFP lors de l'électrotransfert du siRNA anti-GFP. La longueur d'onde d'excitation du faisceau Laser Argon est 488 mm. L'analyse de la perméabilisation est effectuée sur le canal FL3 (λém. > 670 nm). L’expression de la GFP est analysée sur le canal FL1 (λém. = 530 
± 30 nm). La microscopie de fluorescence apporte une information au niveau de la cellule isolée et permet de déterminer sur une plage observée : le pourcentage de cellules perméabilisées et marquées au PI, exprimant la GFP ou encore ayant reçu le siRNA fluorescent après ET. La fluorescence liée au PI ou au siRNA-AlexaFluor 546 sont analysées grâce à une excitation Laser Néon-Hélium (raie à 546 nm) et un filtre bande passante haute à 560 nm. La fluorescence de la GFP exprimée par les cellules est analysée avec le laser Argon (raie à 488 nm) et un filtre bande passante à 505-550 nm.  
3.4. Etude de la viabilité cellulaire à 24 h La viabilité associée à l’EP des cellules est basée sur la capacité des cellules à adhérer à un support et à se diviser. La mesure est effectuée au-delà d'une génération soit 24 h après traitement électrique. La mesure de la densité cellulaire est effectuée par coloration au cristal violet (0,1% dans du tampon de pulsation) (Merck). Le colorant diffuse librement dans les cellules et colore indifféremment noyaux et cytoplasmes. Une relation linéaire entre absorbance de la suspension colorée et nombre de cellules a été montrée (Gillies et al. 1986).  
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24 h après EP, le milieu de culture est aspiré, le tapis cellulaire est rincé par du tampon PBS (1 mL). Une incubation de 20 min sous agitation douce (15-20 rpm) (agitateur de plaque, IKA-Vibrax-VXR, Janke & Kunkel) est effectuée en présence de la solution de cristal violet (1 mL). L'excès de colorant est éliminé par trois rinçages successifs de tampon PBS (3 x 1 mL). Le colorant est extrait par lyse cellulaire grâce à une solution d'acide acétique 10 % (0,5 mL). La mesure d'absorbance est réalisée par dosage spectrophotométrique à 595 nm (Novaspec II, Pharmacia Biotech) après dilution de l'échantillon dans du PBS (DO max < 1). L'étalon interne correspond à une boite vide qui a subi le même traitement de coloration. La DO de l'échantillon témoin (cellules non électroperméabilisées) correspond au 100 % de survie cellulaire et devient l'échantillon de référence à l'expérience. Le pourcentage de viabilité cellulaire est donné par la relation suivante :  % Viabilité = (DO échantillon / DO cellules non électroperméabilisées) x 100 La quantification du pourcentage de cellules perméabilisées et viables en fonction de la valeur de champ électrique appliqué, suit le raisonnement suivant (Teissié et al. 1999) :  
% cellules Perméabilisées Viables (PV) = %cellules Viables (V) – %cellules Non-
Perméabilisées (NP)  
Et % NP = 100 – %cellules Perméabilisées (P) ; on en déduit : PV = P + V -100.  
3.5. Analyse de l’intégrité de la molécule de siRNA fluorescente L’intégrité du siRNA anti-GFP marqué par l’AlexaFluor 546 est déterminé après sa mise en contact avec les cellules B16F10-GFP électroperméabilisées ou non, ou encore, lorsqu’il est ajouté après EP des cellules. Les solutions (sans cellules) de siRNA sont analysées par gel filtration et spectrophotométrie afin de déterminer si elles contiennent de l’AlexaFluor 546 libre et/ou des acides nucléiques libres, produits de dégradation des siRNA. Cette technique de gel filtration permet un tamisage moléculaire et permet de séparer les molécules en fonction de leur taille. Les petites molécules (taille < seuil de coupure des pores du gel) diffusent à travers les pores du gel et mettront plus de temps à être éluées de façon gravitationnelle que des molécules de taille supérieure (taille > seuil de coupure) qui vont être exclues et éluées rapidement. Nous réalisons 3 expériences: -3 x 100 µL de suspension cellulaire (0,5.106 cellules dans du tampon de pulsation) sont additionnés de 2 µg de siRNA et incubés 5 min à température ambiante. -3 x 100 µL suspension cellulaire (0,5.106 cellules dans du tampon de pulsation) sont électroperméabilisés en présence de 2 µg de siRNA et incubés 5 min à température ambiante. 
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-3 x 100 µL suspension cellulaire (0,5.106 cellules dans du tampon de pulsation) sont électroperméabilisés puis 2 µg de siRNA est ajouté juste après la 10ème impulsion électrique. Les cellules sont incubées 5 min à température ambiante. Les suspensions cellulaires sont centrifugées 5 min à 120 g. Les surnageants contenant le siRNA sont déposés sur une colonne de gel filtration PD10 (colonne de dessalage ; coupure à 5 kDa ; Pharmacia) préalablement équilibrée avec 25 mL de PBS. 17 fractions d’élution de 1,5 mL (élution théorique du NaCl avec 10 mL) sont récupérées en sortie de colonne pour être analysées en spectrophotométrie (mesures de l’absorbance de 230 à 600 nm pour détecter l’ARN ou l’AlexaFluor 546) et en spectrofluorométrie (mesures de l’émission de fluorescence à 558 nm pour détecter l’AlexaFluor 546 ; λexc. à 546 nm) afin de vérifier la présence ou non d’Alexa 546 libre ou de siRNA non marqué. 
 
3.6. Microscopie confocale et analyse d’images Un microscope confocal (Zeiss Axiovert 100M) est utilisé car les cellules adhérentes à un support (lamelles de microscopie) baignent dans la solution de siRNA fluorescent et la visualisation d’un plan focal est indispensable pour visualiser son entrée dans les cellules c’est-à-dire, l’élimination des signaux de fluorescence émis en dehors du plan focal et la visualisation du milieu intérieur des cellules qui se remplit de siRNA fluorescent sous l’effet des impulsions électriques. Un objectif X40 à immersion (Zeiss) est utilisé pour ces expériences. Toutes les images sont acquises avec le logiciel Zeiss LMS510. Elles ont une taille de 864 x 611 pixels ou 326,3 x 291,5 µm et sont au format 8 bits. Des images en fluorescence sont acquises avant et après EP afin de détecter les cellules exprimant la GFP et le siRNA fluorescent. Pendant l’application des impulsions électriques, des séries d’images en fluorescence sont acquises à une cadence de 1 image/s (sans délai entre les images) afin de détecter seulement l’entrée du siRNA fluorescent dans les cellules. En ce qui concerne l’étude du mécanisme de l’ET du siRNA, la puissance du laser Hélium-Néon, les réglages (offset, gain…) et le temps de scan sont bien sûr invariables pour toutes les séries d’images. Pour ne repérer que le signal de l’Alexa entrant dans les cellules pendant l’application des impulsions électriques, une image acquise avant l’application des impulsions électriques a été soustraite de toutes les autres images acquises après EP des cellules à l’aide du logiciel ImageJ. Ensuite, un filtre médian (de 1 pixel) a été ajouté aux images pour améliorer leur netteté et elles sont colorées en pseudo-couleurs pour avoir une meilleure dynamique de couleurs suivant le niveau de gris des images (Figure V-11).   
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Figure V-11 : Traitement des images permettant la visualisation du siRNA anti-GFP AlexaFluor 546 dans le cytoplasme des cellules B16F10-GFP électroperméabilisées. Les cellules adhérentes à un support sont visualisées en présence de 2 µg de siRNA fluorescent avant et après EP en microscopie confocale. Un objectif X40 à immersion est utilisé. Des images sont acquises en fluorescence avec des filtres sélectionnant la fluorescence émise par la GFP et celle émise par l’AlexaFluor 546 greffée au siRNA. Le traitement d’image consistant à ne repérer que le signal de l’AlexaFluor 546 dans le cytoplasme des cellules est donc une soustraction de l’image acquise avant EP à l’image acquise après EP des cellules.  
3.7. Analyse de la première étape du mécanisme de l’électrotransfert d’un plasmide 
3.7.1. Production du plasmide  Le plasmide pEGFP-C1 (Clontech) portant le gène codant pour une protéine naturellement fluorescente, la EGFP, a été utilisé pour visualiser la première étape de son transfert dans les cellules (Figure V-12). Ce plasmide de 4,7 kb est produit par la souche DH5α d’E.Coli qui a été transformée par électroporation. Les bactéries transformées sont donc résistantes à la kanamycine (30 µg/mL) et produisent un nombre de copies d'environ 500 par bactérie (HiSpeed Plasmid Maxi Kit) selon le fournisseur. L'ADN purifié est repris en fin de procédure dans une solution de Tris-EDTA. La quantification et la pureté de la préparation (1,6 < DO260/DO280 < 2) sont déterminées par dosage spectrophotométrique et migration électrophorétique sur gel d'agarose 1 % dans une solution de TAE pH 7,2.  
 
 
 
 
 
Figure V-12 : Carte génétique du plasmide pEGFP-C1. Le plasmide pEGFP-C1 de 4,7 kb (Clontech) contient le gène codant pour EGFP en aval d’un promoteur fort, CMV et en amont d’une séquence de polyadénylation (SV40 polyA).  
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3.7.2. Marquage de l'ADN au POPO-3 La visualisation de l'interaction de l'ADN à la membrane est réalisée grâce à un ADN rendu fluorescent par marquage avec le dimère de POPO-3 (Molecular Probes). La molécule fluorescente de POPO-3 s'intercale entre les bases de l'ADN, ses caractéristiques spectrales sont: λexc. = 535 nm et λém. = 570 nm (Molecular Probes). Le rendement quantique de fluorescence de cette sonde augmente d'un facteur 3000 lorsqu'il est lié à l'ADN. Le protocole de marquage stœchiométrique (1 molécule de POPO-3 / 5 pb d'ADN) est réalisé comme suit: 4 µg d'ADN plasmidique (pEGFP-C1) sont mélangés avec 1,25 µL de la solution stock de POPO-3 (10-3 M) et incubés 60 min à 4 °C.   
4. Méthodologies relatives à l’électrotransfert du siRNA in vivo 
4.1. Modèle animal et tumoral  Se reporter à la publication ci-jointe : Golzio et al. 2009 : Targeted Gene Silencing into 
Solid Tumors with Electrically Mediated siRNA Delivery. Methods in Molecular Biology 
2009.  
4.2. Electrotransfert du siRNA dans les tumeurs L’électrotransfert du siRNA anti GFP-Alexa 546 dans les tumeurs suit rigoureusement la méthode décrite dans la publication ci-jointe : Golzio et al. 2009 : Targeted Gene Silencing into 
Solid Tumors with Electrically Mediated siRNA Delivery. Methods in Molecular Biology 
2009. Les conditions électriques testées sont les suivantes : -EGT : 2 x 4 impulsions croisées de 0,8 kV/cm, d’une durée de 5 ms, à la fréquence de 1 Hz. -ECT : 2 x 4 impulsions croisées de 1,3 kV/cm, d’une durée de 100 µs, à la fréquence de 1 Hz. 
 
 
242
UN
CO
RR
EC
TE
D 
PR
OO
F
SPB-148839 Chapter 2 March 4, 2009 Time: 9:20 Proof 1
01
02
03
04
05
06
07
08
09
10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
Chapter 2
Targeted Gene Silencing into Solid Tumors with Electrically
Mediated siRNA Delivery
Muriel Golzio, Laurent Mazzolini, Aure´lie Paganin-Gioanni, and
Justin Teissie´
Abstract
Short interfering RNAs (siRNAs) represent new potential therapeutic tools, owing to their capacity to
induce strong, sequence-specific gene silencing in cells. However, their clinical development requires new,
safe, and efficient in vivo siRNA delivery methods. In this study, we report an efficient in vivo approach
for targeting gene knockdown in solid tumors by the use of external electric field pulses. We show that
gene silencing is efficiently obtained in vivo with chemically synthesized siRNA after targeted electrical
delivery in the tumor-bearing mouse. The associated gene silencing was followed on the same animal by
fluorescence imaging and confirmed by qPCR. Gene silencing obtained in tumors lasted from 2 to 4 days
after a single treatment. Therefore, this method should allow gene function analysis or organ treatment
by a localized delivery of siRNAs.
Key words: RNA interference, siRNA, tumor, GFP, fluorescence, in vivo imaging, electroporation,
mice, therapy, electropulsation.
1. Introduction
In the last few years, RNAi has become a powerful experimen-
tal tool for knocking down the expression of genes of interest
(1). Treatment of cells with chemically synthesized small inter-
fering RNAs (siRNAs) is now used as a routine technique for in
vitro functional analysis of cellular processes. Furthermore, RNAi-
based approaches for clinical applications are currently under
intensive development. Among the different limitations encoun-
tered in the use of siRNAs for therapy, efficient intracellular
John F. Reidhaar-Olson and Cristina M. Rondinone (eds.), Therapeutic Applications of RNAi: Methods and Protocols, vol. 555
c© Humana Press, a part of Springer Science+Business Media, LLC 2009
DOI 10.1007/978-1-60327-295-7 2 Springerprotocols.com
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uptake and safe in vivo uptake remain critical issues. In addition
to different administration modes of the siRNA molecules and
chemical modification of the siRNA itself, a variety of chemical
and physical methods have been developed to improve the final in
vivo delivery of these molecules (2, 3). Among the physical meth-
ods, electropulsation (electroporation) has proved to be successful
for delivery of siRNAs in a large number of organs and tissues in
rodents (4). Electropulsation has indeed been known for more
than 25 years to strongly increase in vitro intracellular uptake of
molecules and drugs.
In vivo, electric pulses have been extensively used for drug
and plasmid delivery in a large number of organs and tissues
(5–7). A key feature is that the delivery of molecules is restricted
to the volume where the electric field is generated. A physical tar-
geting of the effect is therefore possible. In order to assess the
contribution of electrical treatment to siRNA-mediated endoge-
nous gene silencing in solid tumors, we used as a reference experi-
mental model B16-F10 mouse melanoma cell lines stably express-
ing an enhanced green fluorescent protein (EGFP). The extent
of EGFP gene suppression, a model of constitutive gene silenc-
ing, in subcutaneous B16-EGFP tumors was subsequently mon-
itored over time in the living animal by whole-body fluorescence
imaging.
2. Materials
2.1. Cell Culture 1. B16-F10 mouse melanoma cells and their EGFP-expressing
derivatives were obtained after retroviral vector and in vitro
transduction (see (8) for further details).
2. Cells were cultured in Eagle Minimum Essential Medium
(EMEM) (Gibco LifeTechnologies, France) supplemented
with 10% fetal calf serum (Gibco), penicillin (100
units/ml), streptomycin (100 mg/ml), and L-glutamine
(0.58 mg/ml).
3. Cells were grown on Petri dishes in a 5% CO2 humidified
incubator at 37◦C.
4. Dulbecco’s PBS buffer (Eurobio, Les Ulies, France) was
used to rinse and/or resuspend the cells.
5. Trypsin/EDTA (Eurobio) was used to detach the cells from
the Petri dishes.
2.2. siRNAs and DNA
Oligonucleotides
1. siRNA Suspension Buffer: 100 mM potassium acetate,
30 mM HEPES-KOH, 2 mM magnesium acetate, pH 7.4.
2. 10 mM Tris-HCl, pH 8.0 (T8.0): autoclaved and stored at
4◦C.
3. RNAse inhibitor RNAsinR (Promega, Madison, WI).
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siRNA Electrotransfer into Tumors
4. Upon receipt, lyophilized, preannealed double-stranded siR-
NAs (Qiagen) are resuspended at a concentration of 100 M
in siRNA Suspension Buffer, heated to 90◦C for 1 min, and
incubated at 37◦C for 60 min. Resolubilized siRNAs are
stored at –80◦C.
5. The egfp22 siRNA (sense: 5′ r(GCA AGC UGA CCC UGA
AGU UCA U), antisense: 5′ r(GAA CUU CAG GGU CAG
CUU GCC G)) is directed against GFP mRNA, and was
designed according to (9) (see Note 1).
6. The P76 siRNA (sense: 5′ r(GCG GAG UGG CCU GCA AQ1
GGU A)dTT, antisense: 5′ r(UAC CUG CAG GCC ACU
CCG C)dTT) is directed against an unrelated human P76
mRNA and shows no significant homology to mouse tran-
scripts. It is used as a control for specificity of the siRNA
construct.
7. Single-stranded DNA oligonucleotides (Sigma) used as
primers for quantitative PCR are resuspended in T8.0 buffer
at a concentration of 100 M and stored at –20◦C.
8. The primers used for EGFP amplification are EGFP214f (5′-
GCA GTG CTT CAG CCG CTA C-3′) and EGFP309r
(5′-AAG AAG ATG GTG CGC TCC TG-3′), which were
previously described by (10). Primers used for amplification
of reference housekeeping genes used for GeNorm calcu-
lations are: For β-glucuronidase, primers β-glucF (5′-ACT
TTA TTG GCT GGG TGT GG-3′) and β-glucR (5′-AAT
GGG CAC TGT TGA TCC TC-3′); for YWHAZ tyro-
sine 3-monooxygenase, primers mYWHAZ-481F (5′-CGT
GGA GGG TCG TCT CAA GT-3′) and mYWHAZ-560R
(5′-CTC TCT GTA TTC TCG AGC CAT CTG-3′); for
β actin-2, primers mActbeta2-5′ (5′-AGC CAT GTA CGT
AGC CAT CCA-3′) and mActbeta2-3′ (5′-TCT CCG GAG
TCC ATC ACA ATG-3′).
2.3. In Vivo
Experiments
1. Female C57Bl/6 mice were purchased from Rene Janvier
(St ISLE, France). The C57Bl/6 mice were 9–10 weeks
old at the beginning of the experiments, weighing 20–25 g
and were considered as young mice. They were maintained
at constant room temperature with 12-h light cycle in a
conventional animal colony. Before the experiments, the
C57Bl/6 mice were subjected to an adaptation period of
at least 10 days.
2. Hair removal cream (Veet, Massy, France).
3. Hamilton syringe with a 26G needle.
4. Isoflurane (Forene, Abbott, Rungis, France).
5. Gas anesthesia system composed of an air compressor (TEM,
Lormont, France) and an isoflurane vaporizer (Xenogene,
Alameda, CA).
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6. Electropulsator PS 10 CNRS (Jouan, St Herblain, France).
All pulse parameters were monitored on-line with an oscillo-
scope (Metrix, Annecy, France). An electronic switch cutting
the pulse as soon as its intensity reached 5 amp ensured safety
against current surge.
7. Plate parallel electrodes (length 1 cm, width 0.6 cm) (IGEA,
Carpi, Italy).
8. Conducting paste (Eko-gel, Egna, Italy).
2.4. In Vivo
Visualization of Gene
Expression and Gene
Silencing
1. A fluorescence stereomicroscope (Leica MZFL III,
Germany). The fluorescence excitation was obtained with
a Mercury Arc lamp (HBO, Osram, Germany) GFP2 filter
(Leica).
2. Cooled CCD Camera Coolsnap fx (Roper Scientific, Evry,
France).
3. MetaVue software (Universal, USA) drives the camera from
a computer and allowed quantitative analysis of the GFP flu-
orescence level.
2.5. mRNA Extraction
and Analysis
1. RNAlaterTM RNA stabilization reagent (Qiagen).
2. RNeasyR RNA isolation kit (Qiagen).
3. FastPrepR oscillating grinding system and lysing matrix D
beads (MP Biomedicals, Solon, OH).
4. RNAse-free water: Add diethylpyrocarbonate (DEPC,
Sigma) to deionized water to a final concentration of 0.05%
(see Note 2). Incubate overnight at room temperature and
then autoclave for 30 min to eliminate residual DEPC. Store
at room temperature.
5. TAE electrophoresis buffer (1X): 40 mM Tris-acetate, pH
8.0, 1 mMNa2EDTA. Prepare as a 50X stock solution, auto-
clave, and store at room temperature.
6. Ethidium bromide (10 mg/ml solution, Sigma) (see
Note 3).
7. ThermoscriptTM RT-PCR system from Invitrogen.
8. β-Mercaptoethanol (molecular biology grade, Sigma).
3. Methods
In this study, electrotransfer of synthetic siRNA against GFP
mRNA was used to show the efficiency of in vivo electro-
administration after intratumoral injection in solid tumors. We
compared treatment groups using egfp22 siRNA, electric field
alone, and nonrelevant p76 siRNA. It is important to use the
same amount of siRNA among groups as well as the same vol-
umes for injection to obtain reliable results. The first step was
to graft the tumor expressing the GFP, and then to determine
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siRNA Electrotransfer into Tumors
whether the injection of egfp22 siRNA affects the GFP fluores-
cence expression. The expression of the fluorescent reporter gene
was determined by in vivo fluorescence stereomicroscopy. Since
RNAi-mediated gene knockdown acts through RISC-mediated
mRNA degradation, validation of gene knockdown was also done
by comparing the steady-state levels of target mRNA molecules
in control and siRNA-treated samples by quantitative real-time
RT-PCR (qPCR).
3.1. Tumor Cells
Injection
1. Two days before the injection, an area of at least 1 cm in
diameter is shaved on the back of the mouse with the cream
(see Note 4).
2. B16-F10 cells are passaged when confluent with
trypsin/EDTA to provide new culture on a 175 cm2
flask. After 2 days, they are harvested by digestion with
trypsin/EDTA and resuspended in PBS buffer at a final
dilution of 107 cells/ml.
3. A volume of 100 l of the cell suspension is injected subcu-
taneously under the shaved area (see Note 5).
4. The tumor growth is followed daily by measuring the diam-
eter of the tumor by fluorescence imaging (see Note 6).
3.2. In Vivo
Electropulsation
1. Eight to ten days after the subcutaneous injection, the tumor
reaches a mean diameter of 5–7 mm (see Note 7).
2. Anesthetize mice by isoflurane inhalation (see Note 8).
3. Immediately prior to injection, dilute siRNAs to 17 M
in 50 l of autoclaved PBS supplemented with 40 units
of the RNAse inhibitor RNAsinR. For all manipulations of
the siRNAs, use DNase- and RNase-free buffers and RNase-
free plasticware (microtubes and pipette tips). Always wear
gloves.
4. Using a Hamilton syringe with a 26-gauge needle, slowly
(over about 15 s) inject the siRNA solution into the tumor.
In the control “no siRNA” condition, replace the volume
of added siRNA solution with the same volume of siRNA
Suspension Buffer to keep the injection conditions similar.
5. Apply conducting paste to insure good contact between the
skin and the electrodes (see Note 9).
6. Approximately 30 s after the injection, fit the parallel-plate
electrodes around the tumor (see Note 10) and deliver a
train of four pulses plus four additional pulses in the reverse
polarity (electrical conditions: 480 V, 20 ms pulse duration,
and 1 Hz pulse frequency) (Fig. 2.1). Carefully control the
delivery of the pulses on the oscilloscope.
3.3. Whole-Body
Imaging
Upon electrically mediated transfer, GFP gene expression in the
tumor is detected directly on the anesthetized animal by digitized
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Fig. 2.1. Experimental set-up. A. Intratumoral injection of an anesthetized mouse. A volume of 50 l was injected slowly
into the tumor. Electrodes positioned on the tumor allow application of a train of four plus four inverted square wave.
B. Digitized stereomicroscopy imaging set-up.
stereomicroscopy. The GFP fluorescence from the tumor is quan-
titatively evaluated at different days (see Fig. 2.2).
3.3.1. Fluorescence
Data Acquisition
1. Anesthetize the mouse.
2. Place the mouse under the stereo-fluorescence microscope,
with the tumor on the top of the animal. The whole tumor
is observed as a 12-bit, 1.3-M pixel image using a cooled
CCD Camera. MetaVue software drives the camera. Take a
light picture (see Note 11).
3. The fluorescence excitation is obtained with a Mercury Arc
lamp. The exposure time is set at 1 s with no binning.
Acquire by selecting the GFP2 filter (see Note 12).
3.3.2. Fluorescence
Data Analysis
1. The mean fluorescence in the gated area (whole tumor) is
quantitatively estimated (measure/region measurement). In
our experiments, the background fluorescence is sufficiently
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Fig. 2.2. Representative images of EGFP fluorescence in B16-F10 tumors observed by noninvasive imaging in
live animals before (day 0) and after (day 1 to day 4) the different treatments. Tumors having a mean diameter
of 5–7 mm were treated by intratumoral injection of 50-l saline solution followed by application of electric pulses
(PBS + EP); by intratumoral injection of 50 l of saline solution containing 17 M of p76 siRNA followed by application
of electric pulses (p76 + EP); by intratumoral injection of 50 l of saline solution containing 17 M of egfp22 siRNA
followed (antiGFP + EP) or not followed (antiGFP – EP) by application of electric pulses. B16-F10 GFP-derived tumors
are clearly detected under the animal’s skin upon fluorescence excitation and tumor margin can be easily defined. This
enables measurement of the tumor area and fluorescence intensity over a period of 4 days after treatment.
low so that it does not interfere with quantitation when GFP
emission is present.
2. To quantify the relative time-dependence of knockdown
induced by siRNA (Fig. 2.3), use the respective intensity
of each tumor at day 0 as an animal-specific internal control.
The relative fluorescence on day x is represented by the ratio
of the fluorescence on day x to this “internal control.”
3.4. Statistical
Analysis
Six different animals are treated for each condition. Fluorescence
level differences between conditions are statistically compared by
an unpaired t-test using Prism software (version 4.02, Graphpad).
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Fig. 2.3. Time-lapse follow-up of fluorescence levels in B16-F10 GFP tumors after
siRNA electrotransfer. Digital imaging is used to quantify, at different time points, the
fluorescence of B16-F10 GFP tumors. On each animal, the mean fluorescence of the
tumor is quantitated on a relative scale, using as a reference the fluorescence intensity
measured just before treatment (day 0). EGFP fluorescence in tumors following injection
of PBS alone with electric field (©); unrelated p76 siRNA electrotransferred (); egfp22
siRNA without electroporation (); and egfp22 siRNA, electrotransferred (). Vertical
bars represent standard deviation. Differences in fluorescence levels between AntiGFP –
EP and AntiGFP + EP conditions were statistically compared using an unpaired two-sided
t-test using KyPlot software. ∗p < 0.05 and ∗∗p < 0.01 were plotted when observed.
3.5. Extraction of
Total RNA from
Tumors for RNA
Knockdown
Validation
3.5.1. Tumor Preparation
and RNA Stabilization of
Isolated Tumors
1. Process the tumor immediately after recovery. Work as
quickly as possible until tumor tissue reaches the RNA stabi-
lization step (see Note 13).
2. Briefly dip the recovered tumor in ice-cold PBS and dry by
rolling the tumor a few seconds on a sterile paper towel.
3. Quickly weigh the tumor. If required, cut the tumor tissue
into pieces of up to 50 mg each using a sterile scalpel blade.
4. Place each tumor sample in a 1.5-ml microtube prefilled with
at least 10 volumes (i.e., 10 l/mg of tissue) of RNAlaterTM
RNA stabilization reagent (making sure that the sample is
fully submerged in the solution). Incubate samples overnight
at 4◦C prior to RNA extraction. For long-term storage,
place the tubes at –20◦C after an initial overnight incuba-
tion at 4◦C.
3.5.2. Total RNA
Extraction from
Stabilized Tissues
1. In order to avoid possible RNA degradation, the duration
time of manipulation of the stabilized tumor should be kept
to a minimum. Tumors should therefore be processed one
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at a time until the homogenization step in Qiagen RNeasyR
RLT lysis buffer has been completed.
2. Prior to extraction, prefill commercial lysing matrix D
tubes with 800 l of RNeasyR RLT lysis buffer and 8 l
β-mercaptoethanol. Vortex the tubes for a few seconds.
3. Recover the stabilized tumor (stored at 4◦C or –20◦C) from
the RNAlater solution using forceps, and briefly dry it by
rolling on a sterile paper towel.
4. Add tumor to the lysing matrix D tube containing RLT lysis
buffer and immediately proceed to sample homogenization
for 25 s at a setting of 6.0 using the FastPrepR grinding
device.
5. Cool the lysing matrix D tube for 30 s on ice, and then store
tube at room temperature.
6. When all tumors have been homogenized, centrifuge lysing
matrix D tubes for 3 min at 12,000×g at room temperature.
7. Transfer supernatants in 1.5-ml microtubes by pipetting, and
recentrifuge for another 1 min at 12,000×g.
8. Transfer supernatants to new 1.5-ml microtubes, avoiding
any turbid material (if present).
9. Process to RNA purification according to Qiagen’s RNeasyR
Mini Handbook protocol without any modification (see
Note 14).
3.5.3. Determination of
RNA Yield and Control of
Integrity
1. For handling of purified RNA, use DNase- and RNase-
free buffers, RNase-free plasticware, and wear gloves (see
Note 15).
2. Determine RNA yield by measuring absorbance at 260 mm
(OD260) on a 100-fold dilution of the sample in RNase-free
water using the formula OD260 × 4 = g RNA per l.
3. RNA integrity is routinely checked by agarose gel elec-
trophoresis under native conditions (see Note 16). Pre-
pare autoclaved 1X TAE for the gel and electrophoresis
buffer. Prepare a 1% agarose gel in autoclaved 1X TAE elec-
trophoresis buffer containing 0.5 g/ml ethidium bromide.
4. Load 1–2 g purified RNA in 1X RNase-free loading buffer.
Run the gel at up to 10 V/cm until the bromophenol blue
dye reaches the lower third of the gel.
5. Photograph under UV illumination (no destaining is
required). Under these conditions, two high-intensity,
sharp, major bands corresponding to the 28S and 18S ribo-
somal RNAs should be detected (Fig. 2.4). By visual inspec-
tion, no significant smearing (indicating partial degradation)
should be visible below the rRNA bands, and no single band
at the top of the gel (indicating DNA contamination) should
be present. If quantitation of RNA bands is possible with
the device used for gel image acquisition, the 28S and 18S
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Fig. 2.4. Total RNA extraction from B16-F10 GFP tumors followed by quantitative RT-PCR analysis of EGFP mRNA levels.
(A) Native gel agarose electrophoresis of total RNA extracted from tumors. Lanes 1 and 2 show examples of RNA initially
obtained from tumors by using poorly denaturing RNA extraction buffers and moderately efficient grinding conditions.
Degraded RNA appears as a smear in the gel. Note the presence of contaminating genomic DNA at the top of the gel.
Lanes 3 and 4 show total RNA extracted from tumors using the described protocol. Two major bands corresponding to
28S and 18S ribosomal RNAs are present. No contaminating genomic DNA is detectable. MM: molecular mass marker.
(B) Quantification of ethidium bromide fluorescence of sample shown in lane 3. 28S and 18S rRNAs give sharps peaks
with a 28S:18S ratio close to 2.0 indicative of intact RNA. (C) EGFP reporter gene steady-state transcript levels were
determined by qPCR analysis of RNA extracted from tumors 4 days after treatments with: electric field (PBS + EP),
unrelated siRNA, electrotransferred (p76 + EP), egfp22 siRNA without electrotransfer (AntiGFP – EP), and egfp22 siRNA
followed by electrical treatment (AntiGFP + EP). EGFP transcript levels were determined using a normalization factor
calculated from three independent constitutive housekeeping genes using the GeNorm VBA applet. Three independent
tumors were analyzed in each case. Histograms represent mean value ± standard deviation.
rRNAs should appear as sharp peaks with 28S:18S quantita-
tive ratios of 1.8–2.0.
3.5.4. qPCR Analysis of
Target mRNA Levels
1. Total RNA (5 g) isolated from the different tumor samples
is used to generate cDNAs through reverse transcription by
the ThermoscriptTM reverse transcriptase (Invitrogen) using
random hexamers as primers and subsequent RNase H treat-
ment.
2. qPCR is then performed on 5 l of a 25-fold dilution of
the cDNA synthesis reaction using an ABI Prism 7000 sys-
tem (Applied Biosystems) and SYBR Green dye fluorescence
measurements to quantify amplicon production.
3. Three independent endogenous mouse genes giving the
most highly reproducible constitutive expression levels in
tumors (see Section 2.2) are selected over a panel of tested
“housekeeping” mouse genes using the GeNorm Visual
Basic application for Microsoft Excel (11). This application
is freely accessible on the Web for noncommercial academic
research.
4. The normalization factor calculated by GeNorm from the
selected genes is then used to determine target gene mRNA
levels.
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4. Notes
1. Selection of the optimal siRNA sequences remains a criti-
cal issue for RNAi experiments in vivo (for a general dis-
cussion see (12, 13)). Literature mining may be a valuable
source for the identification of “validated” active siRNAs
directed against a gene of interest. In parallel, most compa-
nies commercializing siRNAs now propose various sets of
“predesigned siRNAs” against any mouse or human gene,
which are designed by robust, proprietary, algorithms. Sim-
ilar freely accessible algorithms can also be found on the
Internet (e.g., (13–15)). A validation and selection of the
most active siRNAs in cultured cells should always precede
their in vivo use.
2. DEPC is highly toxic and volatile. It must be used only in
a laboratory chemical fume hood.
3. Ethidium bromide is a potent mutagen. Always wear gloves
and minimize handling. Use specific procedures (such
as charcoal filtration) for disposal of ethidium bromide-
containing buffers. Use dedicated electrophoresis tanks.
4. The cream should be used 2 days before fluorescence imag-
ing because some components of the cream fluoresce under
blue-light excitation. This cream should be used carefully
as it may cause some irritations in the mouse skin. Rinse
the cream under a flow of water.
5. The subcutaneous injection should be performed under
the shaved area to allow direct visualization of the GFP-
expressing cells under the skin.
6. GFP expression in the tumor cells is detected directly
through the skin on the anesthetized animal by digi-
tized fluorescence stereomicroscopy. This procedure allows
observation of GFP expression in the same animal over sev-
eral days.
7. Hair on the back may re-grow; re-shave the skin above the
tumor if necessary.
8. Isoflurane inhalation is safe; mice recover very quickly after
the electrical treatment and can be observed daily for in
vivo imaging.
9. Conducting paste is very important to insure optimal elec-
trical contact with the skin. One should pay attention that
the paste is not continuous between the two electrodes, as
the field will pass through the paste and not through the
tumor.
10. One person should perform the tumor injection. As the
tumor may have different nodules, pay attention when
injecting the whole tumor.
253
Matériels et Méthodes
UN
CO
RR
EC
TE
D 
PR
OO
F
SPB-148839 Chapter 2 March 4, 2009 Time: 9:20 Proof 1
551
552
553
554
555
556
557
558
559
560
561
562
563
564
565
566
567
568
569
570
571
572
573
574
575
576
577
578
579
580
581
582
583
584
585
586
587
588
589
590
591
592
593
594
595
596
597
598
599
600
Golzio et al.
11. One person should be responsible for holding the mice
to avoid erratic conditions of exposure to the fluorescence
excitation beam.
12. Make sure that no saturation of pixels occurs in the area of
interest upon image acquisition. Then use identical settings
for subsequent acquisitions.
13. In our experiments, extraction of nondegraded RNA from
tumors required use of tumor tissue pretreated with an
RNA stabilizing agent together with highly denaturing
RNA extraction buffers (containing guanidine isothio-
cyanate), as well as harsh homogenization conditions. We
assume that this may be due to the presence of necrotic
regions in the tumors, which may release high levels of
nucleases in the tissue. Although the reagents and mate-
rials used in this protocol may be substituted with others,
we recommend using extraction conditions that fulfill the
criteria mentioned above.
14. Contamination of the purified RNA sample by genomic
DNA sequences may be detrimental to sensitive applica-
tions such as qPCR. However, in our hands, additional
treatments performed in order to eliminate putative DNA
contamination did not modify the qPCR amplification pat-
terns.
15. The electrophoresis tank should have been pretreated
with an RNase-removal reagent (e.g., RNaseZapR RNase
decontamination solution from Ambion) to avoid any RNA
degradation during electrophoresis due to contaminating
RNases.
16. Although denaturing conditions provide the greatest reso-
lution for RNA analysis, direct electrophoresis under native
conditions was found sufficient to assess the integrity and
overall quality of purified RNA. In addition, native RNA
staining is much more sensitive than that of denatured
DNA.
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4.3. Imagerie de fluorescence du petit animal 
4.3.1. Stéréomicroscope de fluorescence Les tumeurs B16F10-GFP sous cutanées sont observées quotidiennement au stéréomicroscope de fluorescence (Leica, MZFIII) et des images sont numérisées à l’aide d’une caméra CCD Coolsnap (Roper). Un grossissement X0,8 est utilisé pour le suivi de la fluorescence GFP des tumeurs sous cutanées. Les images sont acquises au format 8 bits et d’une taille de 1027 x 1013 pixels. Les réglages de l’appareil (puissance de la lumière excitatrice, diaphragmes…) et les paramètres d’acquisition (temps d’acquisition, binning…) sont rigoureusement identiques pour une expérience sur un même animal. Certaines tumeurs sont prélevées 4 ou 48 h après leur traitement, afin de déterminer la biodistribution du siRNA anti-GFP AlexaFluor 546 par stéréomicroscopie de fluorescence. Le logiciel Metavue 6.02 (Roper) permet l’analyse des images monochromes grâce au filtre « GFP2 » (Leica ; λexc. =460 à 500 nm, λém. >510 nm) qui est utilisé pour visualiser la fluorescence liée à la GFP (λexc. = 477 nm, λém. = 509 nm) des tumeurs. Le filtre « G » (Leica ; 
λexc. = 536 à 556 nm, λém. >590 nm) permet de visualiser la fluorescence liée à l’AlexaFluor 546 lié au siRNA.   
4.3.2. Analyse d’images Le logiciel Metavue permet le traitement des images. Le volume tumoral sous cutané est évalué (les tumeurs sont assimilées à des sphères ; Volume = Surface x longueur du plus petit 
diamètre x 1/6) ainsi que l’intensité de fluorescence GFP des tumeurs relative au jour J0 du traitement. Chaque animal est son propre control, l’intensité de fluorescence GFP de chaque tumeur est rapportée à sa valeur initialement obtenue le jour du début du traitement.  Deux zones d’intérêt sont définies : la zone tumorale et une zone de la peau afin de corriger l’intensité de fluorescence des tumeurs par la soustraction suivante : IFcorrigée = IFtumeur – IFpeau.   
4.4. Coupes histologiques et imagerie associée La conservation des tumeurs se fait par congélation progressive. Pour se faire, elles sont placées dans des cupules en plastique contenant de l’OCT (Optimal Cutting Temperature ; Tissue Tek ; Ted Pella inc.) et plongées dans un bain d’isopentane qui est lui-même placé dans un bain d’azote liquide. Les tumeurs sont ensuite conservées à –20 °C. Des coupes histologiques de 20 µm d’épaisseur sont réalisées sur chaque tumeur grâce à un cryotome thermostaté à –25 °C (Microm, HM 500M). Les coupes sont placées entre lames et lamelles avec une solution de conservation qui 
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préserve l’émission de fluorescence des tissus (Mounting medium ; Molecular Probes). La biodistribution du siRNA dans les tumeurs est déterminée par stéréomicroscopie de fluorescence (Leica, MZFIII) et sa localisation dans les cellules tumorales est étudiée par microscopie confocale (Zeiss Axiovert 100M).  
5. Méthodologies relatives à l’électrotransfert des siRNA anti-VEGF in 
vivo 
5.1. Les siRNA Les siRNA anti VEGF (Qiagen) sont dirigés contre le VEGF A de la souris ; nous utilisons deux siRNA notés « a » et « b » qui ont été montrés efficaces par Kim et ses collaborateurs (Kim et 
al. 2004). Les séquences sont les suivantes : - siRNA anti-VEGFA « a » : brin sens : 5’ GCCGUCCUGUGUGCCGUGdTdT, brin anti-sens : 5’ CAGCGGCACACAGGACGCGdTdT. Ce siRNA cible la séquence : 5’ AAGCCGTCCTGTGTGCCGCTG. - siRNA anti-VEGFA « b » : brin sens : 5’ CGAUGAAGCCCUGGAGUGCdTdT, brin anti-sens : 5’ GCACUCCAGGGCUUCAUCGdTdT. Ce siRNA cible la séquence : 5’ AACGATGAAGCCCTGGAGTGC. Chez la souris, il existe deux récepteurs au VEGF notés VEGFR1 et VEGFR2 et nous disposons de 2 siRNA différents (Qiagen) qui ont été montrés efficace en 2004 par Kim et ses collaborateurs. Les séquences des 4 siRNA anti-récepteurs au VEGF sont les suivantes : - siRNA anti-VEGFR1 « a » : brin sens : 5’ GUUAAAAGUGCCUGAACUGdTdT, brin anti-sens : 5’ CAGUUCAGGCACUUUUAACdTdT. Ce siRNA cible la séquence : 5’ AAGTTAAAAGTGCCTGAACTG. - siRNA anti-VEGFR1 « b » : brin sens : 5’ GCAGGCCAGACUCUCUUUCdTdT, brin anti-sens : 5’ GAAAGAGAGUCUGGCCUGCdTdT. Ce siRNA cible la séquence : 5’ AAGCAGGCCAGACTCTCTTTC.  - siRNA anti-VEGFR2 « a » : brin sens : 5’ GCUCAGCACACAGAAAGACdTdT, brin anti-sens : 5’ GUCUUUCUGUGUGCUGAGCdTdT. Ce siRNA cible la séquence : 5’ AAGCTCAGCACACAGAAAGAC. - siRNA anti-VEGFR2 « b » : brin sens : 5’ UGCGGCGGUGGUGACAGUAdTdT, brin anti-sens : 5’ UACUGUCACCACCGCCGCAdTdT. Ce siRNA cible la séquence : 5’ AATGCGGCGGTGGTGACAGTA. Le siRNA négatif (Qiagen) comporte 21 nucléotides dont la séquence est la suivante : sens : 5’ UUCUCCGAACGUGUCACGUdTdT, anti-sens : 5’ ACGUGACACGUUCGGAGA-AddTdT. Ce siRNA ne cible aucune séquence spécifique d’un gène connu chez la souris.  Les siRNA sont livrés sous forme lyophilisée, ils sont mis en suspension dans du tampon d’annealing (100 mM de KCl, 30 mM d’HEPES, 30 mM KOH, 2 mM d’acétate de magnésium, pH 7,4 ; Qiagen) à une concentration de 100 µM.  
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5.2. Pose de chambres dorsales  Des souris SKH1 femelle âgées de 7 à 9 semaines (Charles Rivers) sont anesthésiées par injection intra-péritonéale de 150 µL d’un mélange de kétamine (200 µL/mL ; Imalgène 500) et de xylasine (100 µL/mL dans du PBS ; Rompun 2 %). Elles sont suspendues par deux attaches au niveau du dos pour faire apparaître un pli symétrique de la peau du dos où va être positionné une chambre dorsale. Celle-ci est suturée sur la peau (Figure V-13A) puis, un des pans de peau est découpé (Figure V-13B) pour y installer la fenêtre d’observation (lamelle de microscopie ; APJ Trading). 24 h après la mise en place de la fenêtre, un morceau de tumeur d’environ 0,5 mm3, prélevé sur une souris donneuse, est implanté. 
 
Figure V-13 : (A) Chambre dorsale placée sur le dos d’une souris. (B) Découpe du pan de peau au niveau d’un pli cutané effectué sur le dos de la souris avant de placer la chambre dorsale (d’après Sorg et al. 2007). 
 Les souris reçoivent une injection intramusculaire de Profénid (anti-inflammatoire ; 2 x 50 µL à 0,25 %) le jour de leur opération et le lendemain. Une pommade antibiotique (Aureomycine) est également appliquée autour de la fenêtre. Il est à noter que même après 21 jours, aucun signe de douleur n’est observable chez la souris (pas de modification de la prise de nourriture, de l’attitude, …).   Ce protocole a été évalué par le comité régional d’éthique et accepté sous le numéro MP/03/20/04/08. 
 
5.3. Electrotransfert des siRNA 6 à 7 jours après l’implantation de la tumeur, l’angiogenèse tumorale est établie et les tumeurs sont traitées avec les siRNA. Ils sont injectés (seringue Hamilton, aiguille 3G) dans les tumeurs à hauteur de 2,3 µg de chaque siRNA (1,5 µL de chaque siRNA/tumeur) dans du tampon d’annealing contenant de la RNasine (10 unités/tumeur soit, 1 µL/tumeur) (injection d’un volume de 10 µL de solution par tumeur) puis, l’EP des cellules est réalisée. Les électrodes seront apposées sur le pan de peau de la chambre avec du gel conducteur et les impulsions électriques sont délivrées (2 x 4 impulsions croisées de 0,8 kV/cm, de 5 ms à 1 Hz).  
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5.4. Imagerie intravitale  Les souris anesthésiées par inhalation de gaz isoflurane et les chambres dorsales sont observées au macroscope de fluorescence (MacroFluo, Leica ; Objectif X2) afin d’évaluer la croissance tumorale (il s’agit de mesurer la surface tumorale relative au jour du traitement ; nous n’assimilons pas les tumeurs à des sphères) et l’angiogenèse tumorale.  Les tumeurs sont observées en fluorescence avec un jeu de filtres sélectionnant la fluorescence liée à la GFP exprimée par les cellules (Leica ; λexc. = 460 à 500 nm, λém. > 510 nm). Un zoom X0,8 est utilisé pour cette analyse. La surface tumorale est alors déterminée par définition de la zone correspondante avec le logiciel ImageJ. Elle est comparée à la valeur initialement obtenue le jour du traitement.  L’angiogenèse tumorale est analysée par injection de 50 µL de dextran-rhodamine à 25 mg/mL (70 kDa ; Sigma) en intraveineux (dans le sinus rétro-orbital) et acquisition d’images des vaisseaux tumoraux. Cette opération n’est possible que si la perméabilité des vaisseaux n’est pas trop affectée et seulement si le bruit de fond est bas. Pour cette dernière raison, nous ne pouvons analyser l’angiogenèse tumorale quotidiennement. Le dextran fluorescent est donc injecté tous les 3 à 4 jours. Un zoom X3,2 est utilisé pour cette analyse ainsi qu’un jeu de filtres sélectionnant la fluorescence liée au dextran rhodamine circulant dans les vaisseaux (Leica ; λexc. = 536 à 556 nm, 
λém. > 590 nm).  
5.5. Analyse d’images Le logiciel ImageJ permet le traitement des images acquises pour déterminer la surface occupée par les vaisseaux tumoraux et la complexité du réseau vasculaire. Les images de fluorescence correspondant aux vaisseaux tumoraux sont tout d’abord soustraites du bruit de fond et un filtre médian est appliqué afin d’uniformiser les niveaux de gris. Cette première opération permet de réduire le bruit de fond de l’image et de retirer les signaux de fluorescence en profondeur des tissus. Un seuillage est réalisé en modifiant le contraste des images puis, une binarisation des images peut alors être effectuée pour déterminer la surface occupée par les vaisseaux tumoraux. Enfin, grâce à cette dernière image, l’application de la fonction de squelettisation du logiciel permet de déterminer la dimension fractale de l’image qui représente la complexité d’un réseau (Figure V-14). Cette valeur est toujours comprise entre 1 et 2 ; plus elle est proche de 2, plus le réseau est complexe. Cela permet de quantifier l’angiogenèse tumorale et de montrer un effet sur la croissance des vaisseaux tumoraux qui forment un réseau généralement très complexe.  
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Figure V-14 : Traitement des images afin de déterminer le volume occupé par les vaisseaux tumoraux (sur les images binarisées) et la complexité du réseau vasculaire tumoral (sur les images squelettisées, mesure de la dimension fractale). (A) Image du réseau vasculaire perfusé de dextran-rhodamine 70 kDa (image en pseudo-couleur). (B ) Images binarisées et (C) images squelettisées. (D) A parir de l’image squelettisée, la dimension fractale est calculée avec le logiciel ImageJ.   
6. Outil statistique Toutes les mesures effectuées sont réalisées au moins 3 fois indépendemment et les barres d’erreurs représentées sur les graphes représentent la déviation standard DS ou l’intervalle de confiance où 68 % d’un échantillon de mesures se situe dans cette zone :  
DS = Ecart Type / √(Nombre de Mesures)  Le test statistique utilisé est le test paramétrique de Student qui compare deux moyennes observées de deux échantillons de mesures. La valeur du test donne la probabilité p pour que les moyennes obtenues soient différentes. On notera * pour p < 0,05 (95,5 % de chance pour que les moyennes comparées soient différentes), ** pour 0,01 < p < 0,005 (entre 99,0 et 99,5 % de chance pour que les moyennes comparées soient différentes) et *** pour p < 0,001 (99,9 % de chance pour que les moyennes comparées soient différentes).   
A B C 
D 
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Fluorescent imaging allows one to monitor spatio-temporal fluorescent events occurring in cells, tissue or living animals and defined in time and space. The development of its use for detecting cancerous cells lies in part in the advancement of probes designed to target and detect.  The first axis of my thesis work therefore concerns the evolution of fluorescent probes for the diagnosis of cancer cells in vivo. The second axis will evolve around the study of the transfer of therapeutic molecules in vitro and in vivo to tumoral cells via electropermeabilization.  
 Firstly, the main objective is to develop a "smart molecule" for detecting cancer cells in living organisms by non-invasive fluorescent imaging.  Our strategy is based on the use of branched organic molecules called dendrimers, which among their multiple functions allow targeting and detection.  In collaboration with Dr. Majoral’s team, we attempted to bind several tumour markers to various fluorescent dyes, in order to increase their specificity for B16F10 cancer cells and their signal to noise ratio for detection 
in vivo.  Unfortunately, the chemical nature of dendrimers did not allow us to obtain a functional molecule.  Indeed, as they are only soluble in the presence of a high quantity of organic solvent, we encountered a number of problems, due to the denaturing of the biological probes (antibodies) during the binding reaction. In parallel, a variety of non functional dendrimers (cationic, anionic, neutral and fluorescent) were tested on cells in order to determine the most viable candidate for use in vivo.  However, we identified problems with the stability of the fluorescence and the toxicity. To solve these issues, with the assistance of a team of chemists, we developed dendrimers bearing polyethylene glycol to enable their dissolution in aqueous environments and make them biocompatible. As these are not cytotoxic, this approach will allow us to elaborate a dendrimer that is functional in an aqueous environment.  
 The interfering RNA is a major interest with regards to the development of new anti-cancer therapy because, once transferred into the cell cytoplasm, they specifically regulate the expression of the target gene. However, the plasma membrane of cells is an impermeable barrier and its therapeutic molecules need to reach their intracellular target to be active. The objective of the second axis of my research is to study, using fluorescent imaging, the biophysical mechanisms governing the siRNA’s transfer when the cancer cells are electropermeabilized in vitro and in vivo. To this purpose, we use a fluorochrome labelled siRNA whose nucleotide sequence targets the mRNA of the EGFP protein, which is constitutively and stably expressed in our cancer cell model. These studies demonstrate that the siRNA electrotransfer induces a transient regulation of the targeted gene in vitro and in vivo. Using confocal imaging at single cell level, we demonstrate that the siRNA throught plasma membrane of cells, without interacting with them (as does plasmid DNA), only, in presence of a permeabilizing electric field and that it is transferred into the cell cytoplasm by electrophoresis. Finally, its biodistribution into the tumors of small animals is determined by fluorescent imaging methods. Our in vitro and in vivo results are concordant, we can observe the cytoplasmic localization of the siRNA, which allows the transient regulation of the expression of the target gene for six days. We therefore demonstrate that electropermeabilization allows a local, homogenous and efficient treatment of tumors. 
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